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L’agent infectieux et pathogène des Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles, ou 
maladies à prions, est un conformère anormal (riche en feuillets ß et agrégé) de la protéine 
PrP, s’accumulant spécifiquement dans les cellules infectées. Nous avons tout d’abord 
développé un test cellulaire permettant de quantifier ces agents infectieux sans recourir à 
l’inoculation d’animaux. A l’aide cet outil, nous montrons que des cellules chroniquement 
infectées utilisent la machinerie cellulaire pour être constitutivement sécrétés en association 
à des microvésicules d’origine endosomale (exosomes). L’efficacité avec laquelle les prions 
sont secrétés semble varier fortement en fonction de la nature de la souche infectieuse. 
L’analyse biochimique de la PrP anormale nous a permis d’identifier des formes infectieuses 
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Les prions sont des agents pathogènes de nature protéique responsables des 
encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) ou encore maladies à prions.  Ces 
maladies mortelles, affectant l’homme et l’animal, se caractérisent par une dégénérescence 
du système nerveux central.  L’accumulation d’une protéine anormale dans le cerveau est 
l’évènement central de ces pathologies.  
 
L’histoire des maladies à prion commence avec la découverte de la tremblante (ou scrapie) 
chez le mouton et la chèvre en 1730.  Par la suite, d’autres maladies ont été décrites comme 
la maladie de Creutzfeldt-Jakob et le Kuru chez l’homme et plus récemment, la maladie du 
dépérissement chronique des cervidés et l’encéphalopathie spongiforme bovine.  
 
Ces maladies sont transmissibles, soit naturellement soit par inoculation expérimentale de 
matériel infectieux.  Les symptômes varient d’une maladie à l’autre, mais les plus fréquentes 
sont la démence, les myoclonies et l’ataxie.  Ces maladies ont des périodes d’incubation très 
longues (en années ou dizaines d’années chez l’homme) et elles sont invariablement fatales.  
Dans le cerveau des individus infectés, on observe la formation de vacuoles (donnant un 
aspect spongieux au tissu), une mort des neurones et une gliose (multiplication des astrocytes 
et de la microglie).  Ces maladies sont liées à l’accumulation d’une protéine de l’hôte, la 










1. Maladies à prions 
 
1. 1 Historique 
 
La tremblante du mouton (scrapie chez les anglo-saxons) a été décrite vers 1730 au 
Royaume-Uni ; cette maladie neurologique du mouton est caractérisée par un intense prurit.  
Le caractère transmissible de la tremblante a été démontré en 1936 après inoculation de 
moutons et de chèvres par deux vétérinaires français, Cuillé et Chelle (65).  L’agent infectieux 
était capable de traverser des filtres de porcelaine et la période d’incubation de la maladie 
était particulièrement longue.  Une confirmation involontaire de son caractère transmissible 
et de sa résistance aux moyens classiques de décontamination a été apportée à la même 
période avec un vaccin préparé contre le « louping-ill » à partir de cerveaux formolés 
d’ovins : ce vaccin a été responsable en Grande-Bretagne d’une épidémie de tremblante 
qui a atteint près de 1 200 animaux, quatre ans après la vaccination (90). 
 
A cette époque, l’hypothèse virale quant à la nature de l’agent infectieux était évoquée et 
en 1954 Sigurdsson, un pathologiste islandais, propose de classer l’agent de la tremblante 
comme un « virus lent » (208), comme l’agent du visna, une autre maladie infectieuse du 
mouton à période d’incubation très longue.  Pendant les années 1950, une nouvelle maladie 
humaine a été décrite par  Gajdusek et Zigas (85, 259).  Cette maladie, nommée « kuru », est 
caractérisée principalement par une ataxie progressive, et était endémique dans la tribu des 
Fores, en Papouasie Nouvelle Guinée.  Quelques années plus tard, le parallèle avec la 
tremblante fut remarqué par un vétérinaire américain (Hadlow) (95), suggérant que le kuru 
pourrait être également transmissible. 
 
La transmissibilité au primate (chimpanzé) du kuru et de la maladie de Creutzfekdt-Jakob 
(MCJ), une démence présénile idiopathique a été établie à la fin des années 1960 par 
Gajdusek and Gibbs (87).  Par la suite, la transmission d’une autre maladie humaine, le 
syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheiker (GSS) fut montrée au début des années 80 (84).  
Tous ces travaux sont à l’origine du concept de « démences transmissibles ».  La nature de 
l’agent transmissible impliqué dans ces maladies a été un sujet extrêmement controversé.  A 
la fin des années 60,  Tikvah Alper et ses collègues montrent l’extraordinaire résistance  de 
l’agent de la tremblante à l’inactivation par les irradiations ultraviolettes et les irradiations 





Ces résultats ont amené Griffith, un mathématicien, à suggérer que l’agent infectieux 
pourrait être une protéine anormalement repliée, capable d’autoréplication (93).  Cette 
hypothèse, qui contredisait les dogmes de la génétique et des mécanismes connus de 
transmission de l’information dans le monde vivant, reçu un accueil très réservé.   
 
C’est à Prusiner que revint le mérite de la découverte, en 1982, d’une protéine spécifique de 
ces maladies, et baptisée « prion » (acronyme de « proteinaceous infectious particle ») (180).  
Il s’agit d’une sialoglycoprotéine, résistante aux protéases.  Cette protéine est le constituant 
majeur des fractions infectieuses, elle s’accumule dans les tissus infectés et y forme parfois 
des dépôts amyloïdes.  Cette protéine existe dans l’hôte non infecté mais elle adopte une 
forme anormale lors de la multiplication des prions.  Les formes normale (PrPc) et anormale 
(PrPsc) ont la même structure primaire mais une conformation spatiale différente.  Ce 
































Les encéphalopathies spongiformes transmissibles affectent l’homme et de nombreuses 
espèces animales (Tableau N°1).  
 
Tableau I. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles humaines et animales. 
 
Maladies Espèces naturellement atteintes Cause ou facteur de prédisposition 
Kuru Homme Infection par cannibalisme 
Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) Homme • Iatrogène : infection par 
hormone de croissance 
d’origine extractive ; greffe 
de dure-mère ; 




• Sporadique : inconnue 
• Familiale : susceptibilité 
héritable par mutation 
dans le gène de la PrPc. 
• Nouveau variant : infection 
par voie alimentaire par 
l’agent de 
l’encéphalopathie 
spongiforme bovine (ESB). 
Syndrome de Gerstmann-Sträussler-
Scheinker (GSS) 
Homme Susceptibilité héritable par mutation 
dans le gène de la PrPc. 
Insomnie fatale familiale (IFF) Homme Susceptibilité héritable par mutation 
dans le gène de la PrPc. 
Tremblante du mouton (scrapie) Ovins Infection chez les individus 
génétiquement sensibles. 
Transmission verticale et horizontale. 
Encéphalopathie spongiforme 
bovine (ESB) 
Bovins, ruminants de zoos Infection par voie alimentaire. 
Recyclage de l’agent de l’ESB dans 
la fabrication des farines 
alimentaire. 
Encéphalopathie spongiforme du 
vison 
Vison Infection par voie alimentaire par 
une souche d’agent inconnue. 
Encéphalopathie spongiforme féline Chats et félidés de zoos Infection par voie alimentaire par 
l’agent de l’ESB. 
Syndrome du dépérissement 
chronique des ruminants sauvages 
(chronic wasting disease, CWD) 
Cervidés sauvages et en captivité Transmission horizontale. 
 
 
Chez l’homme on distingue la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ), le Kuru, le syndrome 
Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS), l’insomnie familiale fatale (IFF) et la forme variante de 
la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ).  
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Chez l’animal, les principales maladies sont la tremblante des ovins, maladie répartie sur 
l’ensemble du globe, la maladie du dépérissement chronique (Chronic Wasting Disease) des 
cervidés en Amérique du Nord, et l’encéphalopathie spongiforme bovine (BSE en anglais, 
ESB en français) qui a principalement affecté les bovins du Royaume Uni.  
 
Les maladies à prions sont caractérisées par un tableau lésionnel neuropathologique (pour 
revue (214) (Figure N°1): 
 
- Une spongiose révélant la présence de vacuoles 
- Une perte neuronale 
- Une gliose 
- La présence de plaques amyloïdes dans certains cas. 
 
Aucun syndrome inflammatoire manifeste n’est pas observé au cours des ESTs.  La spongiose 
correspond à la présence de vacuoles dans le neuropile.  Cette vacuolisation s’effectue aux 
dépens des corps cellulaires neuronaux et des prolongements nerveux.  La spongiose touche 
le cortex cérébral (dans toute son épaisseur ou dans les couches profondes), le cortex 
cérébelleux (couche moléculaire) et les noyaux gris centraux (37).  La gliose objectivée par 
une très forte surexpression de la protéine gliofibrillaire acide (GFAP) (72) concerne les 
astrocytes et les cellules microgliales.  Une réaction microgliale est constatée dans le 
neuropile, au niveau des zones de vacuolisation et aux abords des plaques amyloïdes (15, 
94).  La présence de plaques amyloïdes n’est pas systématiquement observée.  Elles sont 
décrites dans le cerveau de patients atteints de certaines formes de MCJ, de GSS et de Kuru 
et chez les bovins atteints d’ESB.  Elles sont exceptionnelles chez les ovins atteints de 
tremblante et chez les rongeurs.  Ces plaques sont majoritairement constituées de dépôts 
extracellulaires de PrPsc organisés en fibrilles possédant les caractéristiques des amyloïdes 
(biréfringence après coloration au rouge congo, aspect fibrillaire en microscopie 
électronique) (133).  
 
Il y a des plaques de type Kuru (plaques arrondies comportant un cœur dense entouré de 
fibrilles radiaires), des plaques « multicentriques » caractéristiques du syndrome GSS, 
comprenant plusieurs foyers denses de dépôts amyloïdes sans fibres radiaires.  Les plaques 
florides, constituées d’une plaque de type Kuru entourée d’une couronne de vacuoles, sont 





La perte neuronale est constante dans les EST, mais elle peut être d’intensité très variable en 
fonction de la région cérébrale examiné.  Elle peut être très intense dans certaines régions 
comme dans les formes cérébelleuses de la MCJ avec atrophie de la couche des grains.  De 






Fig. N°1.  Histopathologie des maladies à prions.  Dans un cerveau infecté on y détecte de la mort neuronale 
associée à l’aspect « spongieux » du cerveau.  L’accumulation du prion peut être visualisée, dans certains cas, sous 
la forme de plaques amyloïdes et on détecte de la gliose (D’apres (120)). 
 
 
Typiquement, les EST ont des périodes d’incubation longues allant de quelques mois (chez la 
souris) à des années (chez les bovins, les moutons, les cervidés), voire des dizaines d’années 
chez l’homme (pour revue (163)).  Durant cette période d’incubation cliniquement 




1.2.2  Les EST humaines et leur étiologie  
 
Les maladies à prions sont très particulières car elles peuvent avoir une origine infectieuse, 
familiale (héréditaire) ou sporadique (pour revues (99, 249)).  Cette triple origine est bien 
documentée chez l’homme.  Des polymorphismes, des insertions, délétions et mutations sur le 










• Maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique (sMCJ) 
La plupart de cas de MCJ (80-85%) sont qualifiés de sporadiques, sans cause génétique 
ou exposition infectieuse identifiée.  C’est une maladie rare, qui affecte environ 1 individu 
par million et par an (pour revue (60)).  L’origine de cette maladie n’est pas connue et 
pourrait être due à une mutation somatique dans le gène PRNP ou à une altération 
structurale de la protéine PrPc.  Les sMCJ se caractérisent par une démence qui évolue 
rapidement et par des désordres neurologiques incluant l’ataxie et les myoclonies.  La 
durée moyenne de la phase clinique de la maladie est de 4 à 6 mois.  L’homozygotie 
Met/Met au codon 129 est un facteur de risque pour le sMCJ, les hétérozygotes MV 





Dix à 20% des MCJ ont une origine génétique.  Ces formes sont associées à des mutations du 
gène PRNP (Figure N°2) et leur pénétrance est proche de 100%.  Les formes héréditaires sont 
la maladie de MCJ familiale (fMCJ), la maladie de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) et 






• Maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale (fMCJ) 
Les altérations génétiques sont des mutations ponctuelles entre la seconde et troisième 
hélice alpha et des insertions.  Ces insertions ont pour conséquence une augmentation 
du nombre de répétions des octapeptides.  La maladie fMCJ est caractérisée par une 
démence progressive et rapide.  
 
• Syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker 
Décrite par la première fois par J. Gerstmann, E. Sträussler et I. Scheinker en 1936, cette 
maladie présente une ataxie progressive suivie par une phase de démence et par la 
présence de plaques amyloïdes multicentriques.  La mutation ponctuelle du gène PRNP 
la plus couramment observée est  P102L.   
 
• Insomnie Fatale Familiale (IFF) 
Cette maladie est caractérisée par des insomnies et des hallucinations.  Elle est liée à une 
mutation D178N du gène PRNP, mutation associée à une méthionine (Met) au codon 
129.  Les lésions sont essentiellement observées dans le thalamus et le bulbe.  La 





Cette maladie a été décrite dans la tribu Fore de Nouvelle Guinée (par revue (251)).  Elle 
était due à des pratiques de cannibalisme, au cours desquelles la famille consommait 
certains tissus (dont le cerveau) des proches décédés.  Les symptômes étaient l’ataxie et 
l’amaigrissement, avec une démence tardive.  A l’histochimie, le cervelet était touché, et 
des dépôts appelés plaques de Kuru étaient observés.  
 
• Maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogène (iMCJ) 
Cette maladie a pour origine une infection par des traitements médicaux.  Il s’agit 
principalement d’infections dues à des injections d’hormone de croissance isolée à partir 
d’hypophyse de personnes décédées.  Cette pratique a principalement concerné la 
France où une centaine d’enfants est décédée (sur plus de 2000 enfants traités dans les 
années 80).  Des cas de iMCJ ont aussi été observés suite à des greffes de cornée et à 
l’utilisation d’électrodes neurochirurgicales.  Le polymorphisme au codon 129 du gène 
PRNP influe la susceptibilité à la maladie iMCJ.  Dans les cas d’infection centrale (greffe 
de dure-mère), l’homozygotie Met/Met est un facteur de risque. Dans le cas d’infection 
périphérique (traitement par l’hormone pituitaire), les homozygotes Met /Met et Val/Val 
sont préférentiellement atteints.   
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•  Nouveau variant de la Maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) 
En 1996 au Royaume Uni, dix cas de MCJ ont été identifiés présentant des 
caractéristiques pathologiques et cliniques tout à fait particulières (Figure N° 3), et les 
données épidémiologiques ont suggéré que cette forme variante avait pour origine une 
infection humaine par l’agent de l’ESB (pour revue (213)).  Depuis, les données 
expérimentales sont en faveur de l’infection de ces individus par l’agent bovin.  A ce jour, 
environ 200 personnes sont décédées, essentiellement au Royaume Uni.  Alors qu’environ 
40% de la population est homozygote Met/Met, la totalité des cas cliniques de vMCJ sont  
Met/Met au codon 129 (96).  Le nouveau variant affecte des individus jeunes (moyenne 
d’âge de 29 ans contre 65 ans pour la sMCJ).  Le cours clinique est marqué par des 
symptômes psychiatriques, incluant la dépression et l’anxiété.  L’ataxie se développe plus 
tardivement.  La mort survient entre 14 mois et 3 ans après l’apparition des premiers signes 
cliniques.  La présence de plaques florides dans le cerveau est une atteinte 




Fig. N°3.  La vMCJ est différente de la forme classique de la MCJ.  Les dépôts de PrPsc sont diffus dans le cas de la 
sMCJ, par contre il y a la formation de plaques floridées dans la vMCJ.  La distribution de la PrPsc dans les tissus est 
différente aussi ;  dans le cas de vMCJ, le prion a été localisé dans les organes périphériques notamment dans les 
tissus lymphoréticulaires (D’après (248)). 
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1.2.3  La tremblante classique des ovins 
 
La tremblante (ou scrapie en anglais) est l’EST la plus anciennement décrite (pour revue (69)).  
Le terme de « scrapie » fait référence au prurit et au grattage intense qui peut aboutir à la 
perte de la toison laineuse.  Si l’origine de cette maladie est clairement infectieuse, elle 
présente néanmoins une forte composante génétique car le polymorphisme du gène qui 
code pour la PrPc conditionne fortement la susceptibilité individuelle à la maladie (voir 1.3.1).  
La période d’incubation est longue (de 3 à 5 ans) et la durée de la phase clinique est de 
l’ordre de quelques mois.  Les signes cliniques sont variables en fonction de la race des ovins 
et de la souche infectieuse.  Ils incluent généralement la perte de l’instinct grégaire, le prurit, 
l’hyperexcitabilité et l’ataxie.  
 
Cette maladie est endémique dans toutes les régions du monde, à l’exception, peut-être, de 
l’Australie et la Nouvelle Zélande.  Cette maladie présente un fort potentiel de transmission 
horizontale.  La salive, les matières fécales (224), l’urine (202) ou des tissus infectés comme le 
placenta (10) (234) ou les carcasses peuvent contaminer l’environnement qui reste ensuite 
infectieux pendant des années (201).   
 
 
1.2.4 La tremblante atypique 
 
Le programme européen de surveillance des ruminants initié à la fin des années 90s a 
conduit à la détection de cas de tremblante dits « atypiques » (pour revues (17) (22)).  Ils ont 
été diagnostiqués pour la première fois en Norvège en 1998 (isolat Nor98), mais il s’avère 
maintenant que cette souche infectieuse  est très largement répandue au sein des cheptels 
européens.  La protéine PrPsc associée à ces cas atypiques/Nor98 présente un profil 
électrophorétique très différent de ceux associés aux souches de tremblante classique, en 
particulier la présence d’une bande d’environ 11-12 kDa.  Cette souche cible principalement 
le cervelet et, au contraire des souches classique, n’est que peu détectable dans l’obex.  
Contrairement aux souches classiques qui colonisent les organes lymphoïdes, cette souche 
atypique est peu ou pas détectable en périphérie (11).  Enfin, le nombre d’animaux atteints 
par cette souche est toujours très faible (un ou deux par troupeau), ce qui suggère que cette 







1.2.5  L’encéphalopathie spongiforme bovine 
 
L’ESB a été diagnostiquée pour la 1ère fois en 1987 au Royaume Uni.  Cette épizootie a atteint 
massivement le cheptel anglais (pour revue (98)).  En effet, près de 300 000 bovins ont été 
diagnostiqués et on estime qu’environ 1 million d’animaux ont été infectés.  Le pic s’est situé 
en 1992 (avec 35 000 cas recensés) et le nombre de cas est depuis lors en constante 
régression (163) (une dizaine de cas en 2010).  Si cette maladie a essentiellement concerné 
le Royaume Uni, les cheptels bovins européens (et en particulier français) ont aussi été 
touchés.  L’âge moyen d’apparition des signes cliniques est de 42 mois avec un période 
d’incubation de 2 à 8 ans.  Les symptômes incluent des problèmes locomoteurs, une 
hypersensibilité aux stimuli, et un comportement agressif.  Les données épidémiologiques ont 
rapidement identifié l’utilisation des farines de viande et d’os (FVO) en temps que 
compléments alimentaires comme étant à l’origine de cette épizootie.  L’hypothèse est que 
des ruminants infectés (bovins et/ou ovins) auraient été incorporés dans les carcasses utilisées 
pour l’élaboration des FVO.  Depuis l’interdiction des FVO dans l’alimentation bovine, l’ESB est 
en constante régression.  Il est extrêmement probable que la forme variante de MCJ (vMCJ) 
a pour origine une transmission de l’agent bovin à l’homme (5).  Si la preuve expérimentale 
directe ne peut évidemment être obtenue,  toutes les données neuropatologiques, 
épidémiologiques et biochimiques suggèrent fortement que le vMCJ résulte de la 
transmission à l’homme de l’agent responsable de l’ESB, probablement via la consommation 
de produits provenant de bovins infectés. 
 
 
1.2.6  L’encéphalopathie spongiforme bovine atypique 
 
Le programme de surveillance active des EST chez les ruminants, instauré dans les pays 
européens depuis le début des années 2000, a permis d’identifier de rares cas présentant des 
profils de PrPres différents de celui de l’ESB (pour revue (17)).  Ont ainsi été définis le type L 
(Low ou encore BASE) et le type H (High),  selon les tailles moléculaires de la forme résistante 
à la protéinase K (PK) de la protéine PrPsc en Western Blot.  Des expériences de transmission à 
différents types de souris transgéniques ont ensuite montré qu’il s’agit d’entités infectieuses 
différentes de l’agent de l’ESB classique.  Ces cas sont très rares (2 pour 106 bovins de plus de 
8 ans) et pourraient correspondre à des cas d’EST sporadique du bovin. Leur potentiel 






1.2.7  La maladie du dépérissement chronique des cervidés (CWD) 
 
Cette maladie (CWD en anglais) est un désordre neurodégénératif fatal qui affecte les 
ruminants sauvages et en captivité de la famille des cervidés (élan, cerf, etc.).  Cette 
maladie, au départ identifiée dans le Colorado et le Wyoming aux Etats-Unis dans les années 
60s, a depuis lors été détectée dans de nombreux autres états et au Canada (pour revue 
(207)).   Les signes cliniques incluent des changements de comportement, une perte 
progressive de poids et la mort de l’animal.  La période d’incubation, déterminée par 
inoculation expérimentale par la voie intracérébrale est de l’ordre de 2 ans.  Comme pour le 
vMCJ chez l’homme et la tremblante classique des ovins, l’agent infectieux et la PrP 
anormale sont présents à des niveaux significatifs dans les tissus périphériques (organes 
lymphoïdes, sang, urine, muscles).  Bien que le mode exact de transmission entre les animaux 
soit inconnu, la transmission horizontale semble particulièrement efficace et elle est 
probablement liée à la contamination de l’environnement par l’agent infectieux (219) (97).  
La susceptibilité de l’homme aux agents infectieux responsables du CWD n’est pas connue. 
Cependant, les données actuelles suggèrent que la barrière d’espèce pourrait être 
importante.  En effet, l’incidence de MCJ n’est pas supérieure chez les chasseurs en contact 
avec les cervidés (ou en ayant consommé).  Par ailleurs, ces agents sont peu ou pas 




















1.3 La protéine PrP cellulaire (PrPc) 
 
 
1.3.1 Rôle de la PrPc dans les ESTs 
 
L’utilisation de souris transgéniques invalidées pour la PrPc ou surexprimant une PrPc 
homologue ou hétérologue a grandement contribuée à l’étude des maladies à prion (pour 
revue (245)).  Le rôle essentiel de la protéine PrPc dans la propagation du prion a été 
démontré en utilisant des souris invalidée pour le gène Prnp (Prnp 0/0).  Ces animaux  sont 
résistants à l’infection par les prions (38).  Les prions ne s’y propagent plus et la réintroduction 
du transgène Prnp restaure la susceptibilité à l’infection (82).  Par la suite,  des souris 
transgéniques surexprimant la PrPc de souris ont été développées.  Ces animaux développent 
la maladie beaucoup plus rapidement que des souris sauvages. A titre d’exemple, la lignée 
tg20 surexprimant 6 fois la PrPc développe la maladie en 60 jours suite à l’inoculation par la 
souche RML, contre 130 jours pour une souris sauvage (82). 
 
La protéine PrPc contrôle étroitement la barrière d’espèce dans les maladies à prions (200).  
La transmission expérimentale des prions à des animaux de la même espèce est très 
reproductible, en particulier chez la souris ou le hamster : la totalité des animaux développe 
la maladie et la période d’incubation est très similaire entre les individus.  La transmission à 
une autre espèce est par contre bien moins efficace, illustrant ainsi la difficulté pour des 
prions d’une espèce donnée à infecter une espèce hétérologue.  La dénomination 
« franchissement de la barrière d’espèce » illustre cette difficulté.  Suite à une 
primotransmission, seule une petite partie des animaux tombera malade (l’incidence est 
faible) et les périodes d’incubations seront longues et variables.  Au cours des transmissions 
ultérieures dans le nouvel hôte, l’incidence va progressivement augmenter jusqu’à atteindre 
100% et les durées d’incubations vont diminuer et se stabiliser.  A ce stade, la souche 
infectieuse est stabilisée à son nouvel hôte.  Le processus d’adaptation des prions à un 
nouvel hôte n’est absolument pas compris.  
 
Dans certains cas, la souche adaptée a conservé sa pathogénicité vis à vis de l’espèce 
d’origine, dans d’autres cas, non.  Par ailleurs, l’importance de la barrière entre 2 espèces 
peut être très variable en fonction de la souche infectieuse.  Par exemple, environ 30% des 
isolats infectieux ovins ne sont pas transmissibles à la souris sauvage.  Dans la plupart des cas, 
la PrPc contrôle étroitement la barrière d’espèce: la totalité des isolats ovins sont 
transmissibles à des souris transgéniques exprimant la PrPc ovine en lieu et place de la PrPc 
endogène de souris (64) (246).   
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De la même façon, des souris transgéniques exprimant la PrPc bovine (40), de cervidé (34) ou 
humaine (248) sont beaucoup plus permissives aux agents infectieux correspondants que des 
souris sauvages.  Ces données indiquent donc que l’homologie entre la PrP anormale 
infectante et la PrPc du nouvel hôte est un élément clef dans le processus de multiplication 
des prions.  Il faut cependant noter qu’il existe des exceptions à cette règle.  L’agent 
infectieux humain responsable du vMCJ se transmet beaucoup mieux à des souris sauvages 
exprimant la PrPc de souris que les agents humains responsables des MCJ sporadiques ou 
iatrogènes (36) (104). 
 
Une autre indication de l’importance de la protéine PrPc dans les maladies à prions concerne 
les MCJ familiaux  observés chez l’homme (voir 1.2.2).  Tous ces cas sont associés à une 
altération génétique du gène codant pour la PrPc.  L’hypothèse souvent évoquée est que la 
PrPc mutée pourrait être plus encline à acquérir une conformation infectieuse.  Pour tester 
cette hypothèse, un grand nombre de souris transgéniques exprimant différentes PrPc mutées 
ont été générées (248).  Globalement, les résultats sont décevants dans la mesure où aucune 
de ces études n’a permis de démontrer que ces souris développaient une encephalopathie 
spongiforme transmissible à une souris sauvage.  Plusieurs explications peuvent être 
invoquées.  Les mutations humaines sont en général introduites dans la séquence PrPc de 
souris et il n’est pas sûr que les mutations humaines aient les mêmes effets structurels dans un 
contexte souris.  Par ailleurs, il est aussi possible que la durée de vie d’une souris soit trop 
courte pour mimer un processus pathologique qui se déroule chez l’homme sur plusieurs 
dizaines d’années.  Cependant, dans un travail récent, le groupe de Susan Linquist annonce 
qu’il a crée un modèle murin de l’IFF humaine.  En effet, des souris transgéniques surexprimant 
une version murine mutée D178N développent spontanément une EST ressemblant à l’IFF 
humaine (dans laquelle notamment la PrPres est peu ou pas détectable) et transmissible 
(110). 
 
Enfin, les EST présentent une forte composante génétique dans la mesure où le 
polymorphisme du gène qui code pour la PrPc peut conditionner fortement la susceptibilité 
individuelle à la maladie.  Cette situation est particulièrement bien documentée chez les 
ovins et chez l’homme.  Chez les ovins, il existe plus d’une vingtaine de variants de la protéine 
PrPc, dont la fréquence varie en fonction des races. Un petit nombre de ces variants a une 
influence déterminante sur la susceptibilité individuelle de l’animal à développer une EST 
(105) (20).  Les codons importants sont situés aux positions 136 (alanine A ou valine V), 154 
(arginine R ou histidine H) et 171 (arginine R ou glutamine Q).  Les animaux homozygotes 
A136R154R171 sont extrêmement résistants aux souches de tremblante classique, que ce soit en 
conditions naturelles ou expérimentales.  A l’inverse, les animaux V136R154Q171/ V136R154Q171 sont 
très sensibles.  Les moutons A136R154Q171/A136R154Q171 présentent une sensibilité intermédiaire.   
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Dans un troupeau infecté, jusqu’à 80% des animaux V136R154Q171/ V136R154Q171 développeront 
la maladie alors qu’aucun mouton A136R154R171/A136R154R171 ne sera pas touché (78).  Cette 
préférence allélique dépend de la souche infectieuse.  Par exemple, la souche atypique 
Nor98 (voir 1.2.4) infecte les animaux homozygotes A136R154R171, mais pas les V136R154Q171/ 
V136R154Q171 (21). 
 
Chez l’homme, le polymorphisme au codon 129 (Met ou Val) peut représenter un facteur de 
risque pour la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) (257) et sa forme variante (vMCJ).  Alors 
qu’environ 40% de la population normale est homozygote Met/Met, la totalité des patients 
décédés du vMCJ sont Met/Met au codon 129 ce qui indique que cette homozygotie est un 




1.3.2  La protéine PrPc  
 
La protéine cellulaire PrPc est codée par le gène PRNP localisé sur le bras court du 
chromosome 20 chez l’homme (143), sur le chromosome 2 chez la souris et sur le 
chromosome 13 chez le mouton.  La séquence codante est incluse dans un unique exon.  Ce 
gène code pour une protéine de 256 à 264 acides aminés, selon les espèces, de poids 
moléculaire compris entre 33 et 38 kDa dont les structures primaires et secondaires sont 





Fig. N°4.  Structure primaire de la protéine cellulaire PrPc.  Le peptide signal est localisé dans l’extrêmité N-terminale.  
CC1 et CC2 représentent les clusters positifs, OR la zone de répétitions d’octapeptides, HC représente le centre 
hydrophobe,  S-S indique le pont disulfure, et MA la région d’attache à la membrane.  Les sites de glycosylation sont 





La partie amino-terminale de la protéine PrPc (23 à 124) est une séquence flexible non 
structurée contenant des répétitions d’octapeptides riches en proline et glycine, entourée de 
deux clusters chargés positivement, CC1 (aa 23-27) et CC2 (aa 95-110).  Un domaine 
hydrophobique, la région HC (aa 111-134), se trouve dans le centre de la structure (Figure N° 
4) (5). L’extrémité carboxy-terminale est caractérisée par un domaine globulaire avec une 
organisation en trois hélices alpha correspondants aux résidus  144-154 (hélice H1), 173-194 
(hélice H2) et 200-228 (hélice H3), et un feuillet plissé antiparallèle formé par les feuillets β des 
résidus 128-131 et 161-164.  Un pont disulfure relie les résidus cystéine 179 et 214 et il existe 
deux sites de N-glycosylation.  L’ancre glycosilphosphatydil inositol (GPI) est liée à l’acide 
aminé 231 et elle est responsable de l’ancrage de la PrPc aux membranes.  La partie 
carboxy-terminale de la PrPc est essentiellement structurée en hélices ` (42% ) et ne contient 
que 3% de feuillets ß (49) (Figure N° 5).  La partie amino-terminale ne semble pas structurée, 




Fig. N°5.  Structure tertiaire de la protéine PrPc.  
Cette protéine contient un pourcentage plus important d’hélices ` que de feuillets β (D’après (187)). 
 
 
La protéine PrPc est exprimée au cours de l’embryogenèse, et est principalement présente 
chez l’adulte dans les neurones centraux (cerveau et moelle épinière) et périphériques.  Elle 
est aussi présente dans les cellules gliales du système nerveux central  et dans de nombreux 
tissus périphériques, dont notamment les organes lymphoïdes secondaires, le muscle 
squelettique, le rein et le cœur (99).   
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Le chemin biosynthétique de la PrPc est similaire à celui des protéines transmembranaires ou 
secrétées (43).  Elle est synthétisée dans le réticulum endoplasmique granulaire, transite à 
travers l’appareil de Golgi pour être ensuite acheminée à la surface cellulaire.  Au cours de 
ce transit, elle subit un certain nombre de maturations post-traductionnelles : clivage du 
peptide signal, ajout de l’ancre, glycosylation et pont disulfure intra-chaine. 
 
Comme la majorité des protéines GPI-ancrées, la PrPc est présente dans des domaines 
membranaires riches en sphingomyéline et cholestérol, dénommés radeaux lipidiques ou 
rafts.  Après son export à la membrane plasmique, la PrPc entre dans des cycles 
d’internalisation au cours desquels une partie est dégradée dans le compartiment lysosomal 
tandis qu’une partie est réexportée vers la membrane.  Les mécanismes d’internalisation 
varient en fonction du type cellulaire et plusieurs voies pourraient même coexister dans un 
même type cellulaire (179).  L’endocytose de la PrPc au niveau de puits à clathrine (205) 
(123) est observée dans le cerveau, dans différentes lignées cellulaires ainsi que dans des 
neurones en culture primaire.  Dans ce cas, la PrPc membranaire quitte les rafts pour 
s’associer aux puits à clathrine (217).  Cependant, l’internalisation de la PrPc peut aussi 
survenir par d’autres voies mettant en jeu des mécanismes dépendants des rafts et/ou des 
cavéoles (149) (175) (221).  L’exposition aux ions Cu2+ stimule l’internalisation de la PrPc 
membranaire (170) (173).  Au cours des cycles d’endocytose, une partie de la PrPc subit des 
clivages protéolytiques (206) (51).  Le clivage principal a lieu entre les acides aminés 111 et 
112 et un autre aux environs de l’acide aminé 90, libérant ainsi de petits fragments amino-
terminaux, les portions carboxy-terminales restants associées à la membrane.  
 
 
1.3.3 La fonction de la PrPc 
 
L’étude de sa fonction pourrait être importante pour comprendre les mécanismes 
moléculaires à l’origine des encéphalopathies spongiformes transmissibles et pour identifier 
des possibilités de traitement.  Cependant, malgré les avancées dans la caractérisation de 
sa structure, le rôle biologique de la protéine PrPc est encore mal connu.  De nombreuses 
lignées de souris invalidées pour le gène Prnp ont été obtenues dans différents laboratoires. 
Cependant, l’absence de la protéine PrPc n’affecte ni leur viabilité, ni leur développement ni 
leur comportement (39) (146).  L’invalidation du gène n’a donc pas permis d’émettre des 
hypothèses quant à la fonction de la PrPc.  Plusieurs fonctions sont généralement attribuées à 
la PrPc.  Elles incluent un rôle dans la survie cellulaire, dans la protection vis-à-vis du stress 
oxydatif, dans l’intégrité des synapses et dans la croissance neuritique (8) (254).  L’activité 
cytoprotectrice de la protéine PrPc a été décrite in vitro, dans des cultures cellulaires et in 
vivo, chez la souris.   
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Dans différents modèles cellulaires, la PrPc protège de différents stimuli pro-apoptotiques 
comme la surexpression de Bax ou le traitement par le TNF` (31) (70).  In vivo, l’expression de 
la PrPc protège de la neurodégénérescence induite par certains mutants de délétion de la 
PrPc (204) (128).  Par ailleurs, une fonction protectrice de la PrPc a été mise en évidence dans 
le tissu cérébral soumis à une ischémie et dans des explants rétiniens soumis à un stimulus pro-
apototique.  Il faut cependant noter que d’autres études, un rôle pro-apoptotique de la PrPc 
a été observé (164).    
 
Un rôle de la PrPc dans la protection vis à vis du stress oxydatif pourrait aussi participer à son 
activité neuroprotectrice (156).  Il semble exister un lien entre l’expression de la protéine PrPc 
et la capacité à résister à un stress oxydatif, que ce soit dans des cultures cellulaires (255) ou 
in vivo (258). Cette propriété pourrait être due à une augmentation de l’activité superoxide 
dismutase dépendante du cuivre (SOD) cellulaire permettant l’élimination des ROS (ROS : 
reactive oxygen species) et /ou à la fixation par la PrPc des ions Cu2+.  Quoiqu’il en soit, la 
possibilité que la PrPc présente une fonction SOD est controversée (4).  L’hypothèse d’un rôle 
de la PrPc dans la biologie de la synapse provient de données électrophysiologiques 
obtenues sur des neurones de l’hippocampe provenant d’animaux invalidés pour la PrPc (62) 
(145).  Cependant, les altérations dans la transmission synaptique n’ont pas été observées 
par d’autres auteurs (134) (140) et des facteurs génétiques autres que la PrPc pourraient 
expliquer ces observations discordantes.  En culture cellulaire, il a été rapporté que 
l’exposition de neurones de l’hippocampe à de la PrPc recombinante induit la formation de 
boutons synaptiques (112) et plusieurs études on montré que la PrPc est impliquée dans la 
croissance neuritique des neurones (135) (196). 
 
En raison de la localisation de la PrPc à la surface cellulaire, il est raisonnable de faire 
l’hypothèse que cette protéine puisse participer à des processus de reconnaissance et de 
signalisation cellulaires.  Plusieurs cascades signalétiques dépendent de, ou sont 
déclenchées par, le pontage de la PrPc (158) (159) (231).  Etant donné que sa chaine 
polypeptidique est totalement extracellulaire, il est alors postulé que la protéine PrPc 
interagisse avec des protéines adaptateurs transmembranaires pour la transduction des 
signaux à l’intérieur du cytoplasme.  Enfin, certaines protéines impliquées dans l’adhésion 
cellulaire, par exemple la molécule d’adhésion N-CAM, semblent interagir avec la PrPc (198).  
Dans le cas de N-CAM, cette interaction induit la redistribution de N-CAM vers les radeaux 






1.4 La protéine PrP anormale (PrPsc) 
 
La PrP anormale, dénommé PrPsc, est le conformère anormal de la protéine PrPc, et cette 
isoforme est spécifiquement présente dans les tissus infectés.   
 
 
1.4.1 Caractéristiques structurales  
 
Alors que la structure cristallographique de la PrPc recombinante ou extractive est connue, 
les propriétés agrégatives de la PrP anormale (voir plus loin) et les difficultés rencontrées pour 
la purifier à l’homogénéité ne permettent pas à ce jour de disposer de données structurales 
fines.  Les données basse résolution disponibles quant à la structure secondaire de la PrPres 
(obtenues par spectroscopie infrarouge de transformation de Fourier et dichroïsme circulaire) 
indiquent que la conversion implique un changement structural important aboutissant à une 
structuration riche en feuillets ß  (Figure N° 6) (49) (165) (191).  Différents modèles 
d’organisation structurale ont cependant été proposés, selon lesquels la forme anormale 
riche en structure ß conserverait des hélices ` (59) (92).  Selon un autre modèle, la PrPsc ne 
conserverait pas d’hélice ` (56).  Des résultats très récents, obtenus après analyse par 
spectroscopie infrarouge de PrP anormale hautement purifiée, sont en faveur d’une absence 




Fig. N°6.  Modèle de la structure tridimensionnelle de PrPsc. 
La forme anormale contient plus de feuillèts β (43%) que d’hélices ` (30%) (D’après (92)). 
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1.4.2  Caractéristiques biochimiques 
 
Ce changement structural confère à la PrPsc deux propriétés qui permettent de la 
différencier de la protéine cellulaire PrPc : une résistance partielle à la digestion par les 
protéases et une insolubilité.  Les principales différences entre la forme cellulaire et la forme 




Structure secondaire: hélices `. Structure secondaire : feuillets β. 
Sensible aux protéases Résistante aux protéases 
Protéine monomérique Agrégats protéiques 
Soluble en détergents  
non dénaturants 
Insoluble en détergents 
Libérée après digestion par  la PI-
PLC. 
Non libérée après digestion par la  PI-
PLC. 
 
En l’absence d’anticorps reconnaissant spécifiquement la PrP anormale, ces différences de 
comportement biochimique sont exploitées pour mettre en évidence la PrPsc dans les tissus 
ou les cellules infectées.  Après solubilisation dans des détergents non ioniques, la PrPc est 
totalement dégradée par un traitement protéolytique (la protéinase K [PK] est généralement 
utilisée).  La PrPsc est partiellement résistante aux protéases : la partie amino-terminale est 
dégradée mais la portion centrale et carboxy-terminale sont résistantes.  L’action de la PK 
génère donc un fragment de PrPsc de 27 à 30 kDa (appelé PrP 27-30 ou PrPres), 
spécifiquement détectée dans les échantillons infectés (Figure N° 7).  La PrPres ainsi générée 
est insoluble et peut donc être isolée par centrifugation.  L’observation en microcopie 
électronique montre qu’elle est organisée sous forme de fibres, appelées Scrapie Associated 






Fig. N° 7.  Détection biochimique de la PrPc et de la PrPsc.  La protéine cellulaire PrPc provenant d’un tissu ou culture 
cellulaire non infectés est complètement dégradée après digestion par les protéases.  Par contre, dans un tissu 




Fig. N°8.  Formation des fibres de PrPsc.  A.  La protéine PrPsc converti la forme PrPc en forme anormale. Les formes 
anormales évoluent en olygomères qui s’associent en fibres.  B.  Fibres de prions composées par la protéine PrP27-30, 
colorée négativement avec de l’acétate d’uranyle (D’après (5)). 
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1.4.3  Formes anormales de PrP sensibles aux protéases  
La PrPres (ou PrP27-30) a longtemps été considérée comme la seule forme de PrP anormale 
(180).  Il s’avère maintenant que la situation est bien plus complexe.  Depuis quelques 
années, d’autres formes de PrP anormales ont été décrites puis caractérisées.  A la fin des 
années 1990,  le groupe de Prusiner a décrit des formes de PrPsc qui sont sensibles aux 
protéases (192).  Ces formes sont détectées par CDI (Conformation-Dependant 
Immunoassay).  Ce CDI consiste à dénaturer la PrPsc par des agents chaotropes, avec pour 
conséquence l’exposition d’épitopes qui sont normalement masqués dans la PrPsc native.  
L’augmentation d’immunoréactivité après dénaturation est beaucoup plus forte avant 
traitement par la PK, suggérant qu’une partie importante de la PrPsc est détruite par la 
protéase.  Ces formes, initialement détectées dans des cerveaux de hamsters infectés par 
différentes souches, ont été observées dans d’autres espèces (225), y compris chez l’homme 
(193).  Elles ont été par la suite purifiées par gel filtration (236) ou par ultracentrifugation 
différentielle (169).  Ces formes anormales, appelées senPrPsc, sont sensibles à la PK et 
correspondent à des formes de plus petite taille que la PrPres.  Bien que la senPrPsc soit active 
dans des tests de PMCA (169) (voir ci-après), aucun résultat démontrant que ces formes sont 
infectieuses n’a été publié à ce jour.  Quoiqu’il en soit, ces travaux, ainsi que ceux décrit 
dans la publication N° 2, montrent que la PrP anormale est très probablement un ensemble 












1.5 Conversion de la PrPc en PrPsc   
 
 
1.5.1 Localisation subcellulaire des sites de conversion 
 
La conversion de la protéine PrPc en PrP anormale PrPsc est  un événement central dans la 
pathogenèse des encéphalopathies spongiformes dont les détails moléculaires ne sont pas 
bien compris.  La distribution subcellulaire de la PrP anormale est difficile à établir en raison 
de l’absence d’anticorps spécifiques de la PrPsc et car sa détection immunohistochimique ou 
par immunofluorescence nécessite des traitements dénaturants drastiques qui altèrent 
l’intégrité cellulaire.  D’une façon générale, la PrP anormale est le plus souvent détectée à la 
membrane plasmique (127) (242) et dans le compartiment endolysosomal (220) (153) (13).  
Cependant, l’identification des sites d’accumulation de la PrPsc ne permet pour autant pas 
d’identifier où s’opère la conversion.  L’acquisition de la résistance à la PK et l’insolubilité sont 
des phénomènes post-traductionnels qui surviennent une fois la PrPc à la membrane 
plasmique (46) (30).  La conversion pourrait donc survenir à la membrane plasmique lors de 
l’interaction de la PrPsc infectante avec la forme normale et/ou lors des cycles ultérieurs 
d’endocytose (Figure N° 9).  Des résultats obtenus précédemment au laboratoire indiquent 
que la PrPsc infectante est internalisée indépendamment de présence de la PrPc.  
Cependant cette PrPsc ne peut infecter les cellules que si la PrPc est présente à la membrane 
au moment du contact entre la cellule et la PrPsc (166).  Cette observation est tout à fait 
compatible avec l’hypothèse d’une conversion initiée à la membrane plasmique.  Une 
étude très récemment publiée a en outre apporté des arguments expérimentaux directs en 
faveur de la membrane plasmique comme site subcellulaire précoce de la conversion de la 
PrPc en PrPsc (89).  
Les formes normale et anormale de la PrP sont associées aux radeaux lipidiques.  Ces rafts 
semblent jouer un rôle important dans la conversion (177).  En effet, la déplétion en 
cholestérol ou la dissociation de la PrPc d’avec les rafts (par adjonction d’un domaine 
transmembranaire) inhibe sa conversion en PrPsc.  Les rafts pourraient être un lieu de rendez 






Fig. N°  9.  Transit de PrPc et PrPsc.  Trafic intracellulaire de la PrPc et de la PrPsc. La PrPc est synthétisée dans le réticulum 
endoplasmique (ER), transite par l’appareil de Golgi avant d’atteindre la membrane plasmique (MP), en association 
avec les rafts. Elle subit ensuite des cycles d’internalisation dépendants de la clathrine ou des cavéoles. L’inhibition 
de son transport vers la MP (i), son élimination de la surface cellulaire (ii), l’inhibition de son internalisation (iii) inhibent 
la formation de la PrP anormale. Des microvésicules d’origine endosomale sécrétées par les cellules (exosomes) 




1.5.2  Etude de la conversion en systèmes acellulaires 
 
Une méthode a été récemment identifiée permettant  in vitro la conversion de la PrPc en 
PrPsc.  La PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification)  consiste à incuber de petites 
quantités de PrPsc dans un homogénat de tissu cérébral sain et de procéder ensuite à de 
multiples cycles de sonications et d’incubations (45).  Au cours de ces différents cycles, la 
PrPsc va convertir la PrPc en PrPsc permettant la croissance des agrégats de PrPsc.  La 
sonication fragmente des agrégats néoformés pour générer de nouveaux noyaux de 
nucléation.  On assiste alors à une augmentation exponentielle de la quantité de PrPsc et des 
titres infectieux. Ce processus peut être répété indéfiniment en diluant les prions néoformés 
dans de l’homogénat frais.  Cette technique révolutionnaire a permis de montrer qu’à la 
différence des virus, les prions peuvent se multiplier en condition acellulaire (71).  Son 
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potentiel d’amplification permet en outre d’envisager des tests de détection bien plus 
sensibles que ceux disponibles auparavant (190).  Enfin, cette technique permet d’envisager 
l’identification des co-facteurs nécessaires à la conversion.  Dans sa version originale, la 
PMCA est réalisée en utilisant comme milieu réactionnel des extraits de tissu cérébral.  De 
nombreuses tentatives ont depuis lors été conduites dans des milieux moins complexes et 
mieux définis.  Le groupe de Suppatapone a ainsi montré que des ARN (probablement via 
leurs charges négatives) peuvent être d’importants co-facteurs pour propager la PrPsc par 
PMCA (66).  L’ajout de certains phospholipides de synthèse est aussi un facteur critique pour 
amplifier des prions en milieu défini.  D’une façon plus générale, le fractionnement d’extraits 
tissulaires est actuellement utilisé pour tenter d’identifier les facteurs importants dans 
l’amplification de prions par PMCA (1). 
 
 
1.5.3  Génération de novo de prions 
 
Une prédiction importante de l’hypothèse de la protéine seule est que des prions infectieux 
devraient pouvoir être générés in vitro, en utilisant de préférence de la protéine PrPc 
recombinante.  De fait, les très nombreuses tentatives de différents laboratoires au cours des 
15 dernières années soit n’ont pas été couronnées de succès soit pouvaient donner lieu à 
des critiques méthodologiques, soulignant la difficulté de générer une conformation 
infectieuse dans un tube à essai (23).  Cependant, trois études ont été publiées dans les deux 
dernières années montrant que la démonstration définitive de la théorie protéique pourrait 
avoir été faite (18) (142) (252).  Dans les trois cas, des prions infectieux ont été 
générés/amplifiés par PMCA à partir de tissus sains ou de protéine PrPc recombinante.  Dans 
l’étude menée par le groupe de Ma, un mélange réactionnel contenant de la PrPc 
recombinante, des vésicules lipidiques et des ARN a généré après PMCA de la PrPsc insoluble, 
résistante à la PK.  Ce mélange est infectieux et bien que le titre infectieux n’a pas été 
déterminé, la période d’incubation chez la souris sauvage est courte (150 jours), suggérant 













1.6.1 Dissémination dans l’organisme 
 
Bien que l’inoculation intracérébrale est de loin la méthode d’infection la plus efficace et la 
plus rapide, l’immense majorité des cas de transmissions naturelles survient par voie 
périphérique et notamment orale.  Après infection périphérique, les prions sont détectés dans 
les organes lymphoïdes secondaires (rate, amygdales,  ganglions) bien plus précocement 
que dans le cerveau (Figure N°10) (pour revue (162) (3) (139)).  La multiplication dans les tissus  
lymphoïdes périphériques est importante pour la neuroinvasion dans la mesure où la 
splénectomie ralenti considérablement l’évolution de la maladie (88).  Cependant, il est très 
clair que l’ampleur de la multiplication périphérique dans les organes lymphoïdes est très 




Fig. N° 10.  Neuroinvasion des prions.  Généralement, le tissu lymphoïde est le premier site de réplication  de prions, 
qui se disséminent ensuite dans le système nerveux périphérique jusqu’à leur arrivée dans le cerveau  (D’après (88)). 
 
Chez l’homme atteint de MCJ sporadique, l’agent infectieux est très peu présent dans les 
organes lymphoïdes, contrairement aux cas de vMCJ où les prions (et la PrPres) sont aisément 
détectables dans les structures lymphoïdes périphériques (248) (Figure N°3).  Cette différence 
de tropisme pour les organes lymphoïdes est aussi observée parmi les souches infectieuses 
ovines.  Dans le cas de la souche de tremblante atypique (Nor98), l’agent infectieux est 
quasi-exclusivement présent dans le SNC alors que pour les souches de tremblante classique, 
les organes lymphoïdes sont très infectés (11).   
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L’espèce infectée joue aussi un rôle déterminant dans la multiplication périphérique.  On 
observe une multiplication périphérique importante de l’agent de l’ESB chez les ovins au 
contraire de ce qui est observé chez l’hôte naturel, le bovin.  Il est donc clair que les 
mécanismes qui conduisent à la neuroinvasion peuvent être très différents selon le 
paradigme considéré. 
 
Les prions dans les organes lymphoïdes sont ensuite transportés vers la moelle épinière 
thoracique par les nerfs splanchniques (système orthosympathique) qui innervent ces 
formations (100).  L’agent infectieux progresse alors dans la moelle de façon ascendante (et 
descendante) et gagne ainsi le cerveau.  Comme indiqué précédemment, ce schéma de 
dissémination peut varier en fonction des souches infectieuses et/ou de l’hôte infecté.  Dans 
certains cas, la neuroinvasion peut s’opérer sans mettre en jeu la rate et la moelle épinière. 
Les prions sont alors transportés vers le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMNV) situé dans 
le tronc par l’innervation parasympathique (nerf vague) qui relie la muqueuse intestinale (et 
les tissus lymphoïdes associés) au tronc cérébral.  Lors de l’infection par voie orale (Figure N° 
11), les prions sont tout d’abord détectés dans la muqueuse intestinale et plus précisément 
dans le tissu lymphoïde qui y est associé (GALT).  Le franchissement de la muqueuse pourrait 
survenir par transcytose au niveau des cellules M (102) (83).  Les cellules dendritiques 
pourraient alors capter et transporter les prions dans le tissu lymphoïde associé.  
 
 
1.6.2  Nature des types cellulaires impliqués 
 
La thymectomie (152) et l’utilisation de différentes lignées de souris transgéniques (116) ont 
démontré que les lymphocytes T ne sont pas impliqués dans la pathogénèse des EST.  A 
l’inverse, la présence de lymphocytes B conditionne la multiplication des prions dans la rate 
et la neuroinvasion ultérieure (115).  Le rôle des lymphocytes B est indirect.  Ils sont nécessaires 
à la maturation des cellules folliculaires dendritiques (FDC) dans les centres germinatifs des 
organes lymphoïdes (138).  Les FDC, cellules post-mitotiques importantes dans la présentation 
antigénique, sont permissives à la multiplication des prions et assurent leur amplification dans 
les organes lymphoïdes (33).  Les macrophages  des centres germinatifs des organes 
lymphoïdes (tingible-body macrophage) contiennent des quantités aisément détectables de 
PrP anormale.  La déplétion de ces macrophages par traitement pharmacologique 
augmente la multiplication des prions dans la rate et provoque une diminution de la période 
d’incubation (24).  Il est donc considéré que ces macrophages jouent un rôle inhibiteur dans 
la pathogénie via la capture et la dégradation des prions. 
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Les mécanismes de transfert entre les FDC et les terminaisons nerveuses ne sont pas connus. 
Ils pourraient impliquer des cellules mobiles (cellules dendritiques, macrophages) et/ou la 
diffusion de prions acellulaires (associés par exemple à des microvésicules).  Quoiqu’il en soit, 
les prions colonisent alors progressivement la partie supérieure de la moelle épinière et sont 
ainsi acheminés vers le cerveau.  Enfin, le rôle du sang dans la neuroinvasion est débattu.  
Dans de nombreuses espèces, le sang est infectieux, y compris lors de la phase préclinique 
chez l’homme atteint de vMCJ (235).  La barrière hémato-encéphalique ne permet 
normalement pas aux cellules sanguines d’accéder au cerveau.  Cependant, cette barrière 
est bien moins étanche dans certaines structures cérébrales (notamment au niveau de 
l’hypothalamus) où l’endothélium des capillaires est fenêtré.  Ces structures 
(circumventricular organs, CVO), dont il a été montré qu’elles peuvent contenir de la PrP 




Fig. N° 11. Représentation schématique de la neuroinvasion dans les ESTs.  (A) L’entrée du prion à partir de la lumière 
intestinale pourrait se produire par différents mécanismes, incluant la transcytose par les cellules M (i), la transcytose 
dépendante de ferritine à travers des cellules épithéliales intestinales (ii), ou par capture directe par les cellules 
dendritiques (iii).  Si les macrophages semblent pouvoir dégrader la PrPsc (iv), les cellules dendritiques pourraient 
délivrer le prion aux cellules dendritiques folliculaires (FDCs) qui l’amplifient(v).  (B) Après la multiplication du prion 
dans les tissus lymphoïdes comme le GALT ou le rate, l’invasion du SNC se produit par les nerfs périphériques 
(innervations sympathetique et parasympathetique).  (C) Le transport rétrograde et la propagation de la PrPsc dans 
les neurones pourrait survenir par des interactions localisées à la surface cellulaire (ia et ib), par des dépôts 








Les mécanismes qui conduisent à la mort de certaines populations neuronales ne sont pas 
très bien définis.  On considère généralement que la mort neuronale procède par un 
processus de type apoptotique (54).  Des vacuoles autophagiques peuvent cependant être 
observées dans les neurones de tissus infectés (209) (132).  Le rôle de l’autophagie dans 
l’infection n’est pas clair (elle pourrait promouvoir ou au contraire inhiber la multiplication des 
prions (101)) et il n’est pas sûr qu’elle ait un rôle causal dans la mort neuronale (122).  D’un 
point de vue neuropathologique, les maladies à prion sont caractérisées par une perte 
neuronale, une astrogliose ainsi qu’une activation microgliale (214).  Il est probable que ces 
différents types cellulaires peuvent altérer de manière significative et par différents 
mécanismes la fonctionalité des neurones et  contribuent ainsi à la mort neuronale.  Par 
exemple, les cellules microgliales activées par la PrPres peuvent libérer des molécules 
neurotoxiques (NO2, cytokines) (148).  Il est cependant peu aisé de faire la part entre les 
effets bénéfiques d’une activation microgliale (via par exemple la dégradation de la PrP 
anormale) et son impact négatif sur la mort neuronale (214). 
 
D’un point de vue moléculaire, la nature des formes de PrP responsables de la mort des 
neurones infectés n’est pas non plus connue avec précision (53) (6).  Deux types 
d’hypothèses peuvent être évoqués.  Selon la 1ère, la PrPc ne pourrait plus assurer sa fonction 
biologique normale après sa conversion et cette perte de fonction aurait des conséquences 
néfastes sur la survie neuronale (103).  Si les fonctions cytoprotectrices de la PrPc évoquées 
précédemment (1.3.3) militent en faveur de cette possibilité, plusieurs arguments 
expérimentaux excluent qu’une perte de fonction puisse à elle seule rendre compte de la 
mort neuronale.  Les souris Prnp0/0 ne souffrent d’aucune neurodégénérescence, y compris 
quand l’invalidation est induite de façon post-natale (145).  Par ailleurs, un tissu cérébral 
Prnp+/+ infecté et greffé dans un cerveau Prnp0/0 ne provoque aucune neuropathologie dans 
le tissu Prnp0/0 malgré la diffusion de la PrPsc du greffon (32).  L’inhibition de l’expression de la 
PrPc dans les neurones de souris en tout début de phase clinique stoppe la 
neurodégénérescence et prolonge la survie des animaux malgré la multiplication des prions 
dans les cellules astrocytaires (144).  Enfin, le cerveau de souris transgéniques exprimant un 
variant sécrété de la PrPc (forme GPI-) accumule des quantités importantes de prions et de 
PrPres et ce sans atteinte neuropathologique (52).  Ces données militent donc en faveur 
d’une 2nde hypothèse selon laquelle la PrP anormale serait à l’origine d’un signal 
neurotoxique et que la PrPc ancrée dans la membrane serait ensuite nécessaire pour que ce 
signal aboutisse à la mort cellulaire. La nature du signal neurotoxique est débattue.   
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La PrP anormale qui s’accumule dans les cellules infectées pourrait être à l’origine de 
dysfonctionnements conduisant à la mort cellulaire.  Selon un 1er scénario, elle serait à 
l’origine d’un stress du réticulum endoplasmique conduisant à la rétrotranslocation de 
protéines vers le cytoplasme pour une dégradation protéasome-dépendante (184).  La 
présence de PrPc dans le cytoplasme pourrait alors générer un signal neurotoxique, de 
même que la saturation de l’activité protéolytique du protéasome pourrait déclencher un 
processus apoptotique. D’autres études ont montré que des préparations de PrPres ou de 
protéines PrPc recombinantes anormalement repliées peuvent provoquer une inhibition du 
protéasome et induire la mort cellulaire (121). 
 
Ces différents mécanismes ne sont pas nécessairement mutuellement exclusifs.  Il est par 
exemple tout à fait possible d’envisager que l’action neurotoxique de la PrP anormale soit 
amplifiée par une perte substantielle de l’effet neuroprotecteur de la PrPc.  Enfin, et pour 
rajouter à la complexité de la situation, il est important de garder en mémoire que dans 
certains modèles expérimentaux des phénomènes de dégénérescence sont observés en 
absence de PrP anormale détectable (126) (19).  Ces observations suggèrent que la PrP 
anormale classique (PK résistante, agrégée et détectable en immunohistologie) n’est pas la 






















1.8  Les souches de prions 
 
Une souche de prions est définie comme une source infectieuse qui se propage de façon 
stable au cours des transmissions successives chez un même hôte (157).  Historiquement, les 
caractéristiques qui distinguaient les différentes souches étaient d’ordre biologique.  Ils 
incluent la période d’incubation après inoculation expérimentale, les signes cliniques et la 
neuropathologie (les profils lésionnels) observée dans le SNC.  Plus récemment, les propriétés 
biochimiques de la PrP anormale et sa distribution régionale dans le cerveau sont des 
éléments employés de plus en plus fréquemment pour différencier les souches de prions. 
 
1.8.1 Propriétés biologiques 
 
Historiquement, la mise évidence et la caractérisation de différentes souches de prions ont 
été conduites chez les rongeurs (la souris principalement) après transmission expérimentale 
d’échantillons infectieux provenant d’autres espèces.  Après stabilisation de l’agent à son 
nouvel hôte (voir 1.3.1), la période d’incubation devient remarquablement stable au cours 
des passages ultérieurs.  Chaque souche est alors caractérisée par sa période d’incubation 
et par la distribution des lésions neuropathologiques qu’elle provoque dans le cerveau des 
animaux infectés (35).  Ce profil lésionnel est établi en déterminant l’intensité de la 
vacuolisation dans neuf zones de la substance grise et trois zones de la substance blanche 
(253) .  Cette signature anatomopathologique est spécifique de chaque souche.  Cette 
analyse est cependant complexe et elle est maîtrisée par peu de laboratoires.  Une 
alternative à la détection régionale de la vacuolisation consiste à visualiser par PET blot 
(Paraffin-Embedded Tissue blot) (199) la distribution de la PrP anormale au sein du tissu 
cérébral.  Cette technique permet de visualiser de façon précise les sites neuroanatomiques 
où la  PrPsc s’accumule préférentiellement.  Ce type d’analyse montre que certaines souches 
présentent des distributions très différentes.  Cette régionalisation souche dépendante peut 
donc être utilisée pour identifier une souche infectieuse. 
 
1.8.2  Propriétés biochimiques de la PrP anormale 
 
La caractérisation biochimique de la PrPsc associée à différentes souches révèle des 
différences importantes.  Elles concernent la structure secondaire, le profil électrophorétique 
et le degré de résistance à la protéinase K ou à la dénaturation.  Ces analyses peuvent 
permettre d’une part d’identifier certaines souches infectieuses et confortent d’autre part 
l’hypothèse selon laquelle la conformation des agrégats de PrP anormale est à l’origine de 
l’identité de chaque souche. 
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Structure secondaire : 
 
L’analyse de la structure secondaire de la PrP anormale associée à différentes souches de 
prions murins a été conduite par spectroscopie à infrarouge.  Ces travaux ont montré que la 
structure secondaire de la PrPres varie en fonction de la souche infectieuse (47) (229) (216).  
Ces données ont été récemment confirmées (16) en utilisant 1) différents échantillons 
extrêmement purs de PrPres générée par des souches murines et 2) de la PrPres peu glycosylée 
dépourvue d’ancre GPI.  
 
 
Profil électrophorétique : 
 
Le profil électrophorétique de la PrPres correspondant à différentes souches peut varier de 
façon importante après analyse en western blot.  Le profil électrophorétique est défini d’une 
part par la taille des fragments de PrP anormale générés après action de la PK et d’autre 
part par leur degré de glycosylation.  Cette situation, initialement décrite pour deux souches 
infectieuses de hamster (26), est aussi observée pour certains agents murins, bovins et ovins.  
Chez l’homme, 4 types de PrPres ont été identifiés (les types 1, 2, 3 et 4) qui différent par la 
taille des fragments résistants à la PK et par leur degré de glycosylation (Figure N° 12).  La 
majorité de la PrPres des types 1 à 3 est mono-glycosylée (glycosylée à l’un des deux sites 
possibles) alors que la PrPres du type 4 est principalement bi-glycosylée.  Les MCJ sporadiques 





Fig. N° 12.  Profils moléculaires de la PrPres de différentes souches.  Différents profils électrophorétiques ont été 




L’hypothèse pour rendre compte des différentes tailles générées après protéolyse par la PK 
est que ces PrP anormales ont des structures bi- ou tri-dimensionnelles différentes capables 
de moduler l’accessibilité vis-à-vis de la PK. 
 
 
Degré de résistance à la dégradation protéolytique : 
 
Dans certains cas, le degré de résistance à la dégradation par la PK de la PrP anormale varie 
en fonction de la souche (27) (237).  On peut ainsi identifier des souches dont la PrP anormale 
est 5 à 10 fois plus résistante à la protéolyse que d’autres. 
 
 
Profil de dénaturation de la PrP anormale :  
 
La dénaturation de la PrP anormale peut aussi varier de façon importante en fonction de la 
souche infectieuse.  Après incubation en présence de concentrations croissantes d’agent 
chaotrope (guanidine par exemple) (192), la dénaturation de la PrP anormale peut être 
mesurée par différentes techniques.  Il est possible de mesurer l’exposition de certains 
épitopes qui sont masqués dans la forme native (test CDI).  Il est aussi possible de suivre la 
dénaturation de la PrP anormale par la perte de sa résistance à la PK ou par la perte de son 
insolubilité.  Ces mesures, qui permettent d’établir le profil de dénaturation de la PrPsc en 
fonction de la quantité de chaotrope, montrent que ces profils peuvent être très différents 
d’une souche à l’autre (174). 
 
 
1.8.3  La souche et la conformation de la PrPsc 
 
Nous venons de voir que la PrP anormale peut présenter des propriétés biochimiques ou 
structurales particulières en fonction de la souche infectieuse.  Le fait que ces propriétés se 
propagent stablement au cours des passages itératifs chez l’animal est un argument fort 
associant la conformation des agrégats  PrP anormale et l’identité de chaque souche.  Dans 
certains cas, notamment chez l’homme, il n’est évidemment pas possible de transmettre la 
souche infectieuse à l’hôte naturel.  Des isolats infectieux humains ont été transmis à des 
souris transgéniques exprimant la PrPc humaine ou une PrPc chimérique murine/humaine (223) 
(222).  Ces expériences ont montré que les profils éléctrophorétiques souche-dépendant de 
la PrP anormale dans le tissu humain (taille du fragment non glycosylé après PK et répartition 
des différentes glycoformes) sont toujours observés après transmission à la souris 
transgénique. 
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2.  Autres maladies neurodégénératives liées au mauvais 
repliement des protéines. 
 
Chez l’homme, une dizaine de maladies neurodégénératives sont imputées à l’accumulation 
de protéines anormalement repliées en feuillets β.  Ces maladies, dont les plus connues sont 
la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson, présentent des caractéristiques 
communes avec les EST (109).  Ce sont des maladies sporadiques qui peuvent cependant 
présenter une composante génétique.  On observe une dégénérescence sélective de 
certaines populations neuronales ainsi que l’accumulation d’agrégats protéiques ou 
peptidiques.  Cependant, à la différence des maladies à prions, ces maladies ne sont pas 
transmissibles.  
 
La maladie d’Alzheimer (AD) est un désordre neurologique avec une perte progressive de la 
mémoire et des capacités cognitives.  Elle est la démence sénile la plus couramment 
rencontrée et le vieillissement de la population fera de cette maladie un problème majeur 
de santé publique dans les années à venir.  D’un point de vue neuropathologique, cette 
maladie est caractérisée par l’agrégation extracellulaire des peptides Aβ sous forme de 
plaques amyloïdes et par la présence de dégénérescences neurofibrillaires (DNF).  Les 
peptides Aβ proviennent de la protéine précurseur amyloïde APP (après coupure 
protéolytique par les sécrétases β et γ) et les DNF ont pour origine l’agrégation de la protéine 
tau.  Les coupures protéolytiques à l’origine des peptides Aβ amyloïdogènes représentent un 
évènement extrêmement important dans le processus agrégatif.  Nous verrons plus loin qu’il 
pourrait survenir dans les MVBs (183), structure subcellulaire à l’origine des exosomes.  La 
plupart des cas d’AD sont sporadiques.  Cependant, dans environ 1% des cas cette maladie 
à une origine génétique.  Certaines des mutations touchent la protéine APP et conduisent à 
une augmentation des clivages générant les peptides Aβ. 
 
En termes de fréquence, la maladie de Parkinson est la 2nde maladie neurodégénérative 
après la maladie d’Alzheimer.  Elle se traduit par des anomalies des mouvements.  La 
structure cérébrale touchée est la substance noire dans laquelle on constate une perte des 
neurones pigmentés dopaminergiques et la présence d’inclusions (corps de Lewy) dans les 
neurones survivants.  Ces corps de Lewy contiennent principalement des agrégats de la 
protéine `-synucléine.  Là encore, si cette maladie est principalement sporadique, il existe 
des altérations génétiques du gène codant pour l’`-synucléine (mutations ou amplification) 
directement liées à l’apparition de la maladie.  Cette protéine est localisée au niveau 
présynaptique, au niveau de la membrane des vésicules synaptiques.  La fonction de l’`-
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synucléine est mal connue.  Elle pourrait être impliquée dans la sécrétion des 
neurotransmetteurs et avoir un rôle de chaperone. 
 
Bien que ces maladies ne soient pas transmissibles, des travaux très récents indiquent que, 
comme dans les maladies à prions, le phénomène agrégatif peut dans certains cas se 
transmettre de cellule à cellule (7).  Après plus d’une dizaine d’années, des neurones 
embryonnaires greffés dans le cerveau de patients atteints de la maladie de Parkinson 
peuvent développer la neuropathologie (corps de Lewy et agrégats d’`-synucléine (130)).  
Par ailleurs, des agrégats exogènes d’`-synucléine peuvent entrer dans les cellules en culture 
pour y induire l’agrégation de la protéine endogène (136).  Ces agrégats nouvellement 
formés peuvent être externalisés dans le milieu extracellulaire, être captés par de nouvelles 
cellules et promouvoir ainsi la dissémination du phénotype agrégé (68).  D’autres travaux, 
menés notamment avec les protéines tau (55) et APP  (77), avec l’huntingtine (186) (protéine 
dont l’agrégation est responsable de la maladie d’Huntington), suggèrent que des agrégats 
protéiques intracellulaires peuvent sécrétés par les cellules pour être ensuite internalisés et 
induire l’agrégation dans d’autres cellules.  Ces données suggèrent que la dissémination 























3. EXOSOMES  
 
3.1  Caractéristiques 
 
Les cellules communiquent entre elles via la libération de molécules (peptides, protéines, 
lipides, acides nucléiques) qui peuvent alors diffuser et se fixer ou être incorporés dans les 
cellules cibles.  Les cellules peuvent aussi sécréter des microvésicules membranaires 
contenant diverses macromolécules (80).  Les exosomes correspondent à une classe 
particulière de microvésicules (58). Ces vésicules sont générées dans un compartiment 
endosomal appelé corps multivésiculaire (MVBs), compartiment de recyclage entre la 
membrane plasmique et les lysosomes (29).  Au cours de la maturation de ces endosomes, 
on assiste à l’invagination de la membrane endosomale aboutissant à la formation de 
vésicules intraluminales (ILVs) qui s’accumulent dans les MVBs.  Ces MVBs peuvent fusionner 
avec les lysosomes ou alors avec la membrane plasmique.  Dans ce cas, le contenu de ces 
endosomes est exporté dans le milieu extracellulaire (Figure N° 14). Les vésicules intra 
luminales (ILVs) libérées sont alors appelées exosomes.  A l’examen en microscopie 
électronique, ces microvésicules ont un diamètre de 50-100 nm (Figure N° 13) (67).  Les 
cellules capables de sécréter des exosomes sont très diverses et incluent des cellules 
d’origine hématopoïétique (cellules B, cellules dendritiques, cellules T, plaquettes) ou non 
(cellules épithéliales intestinales, cellules de Schwann, cellules neuronales, cellules 
microgliales et de nombreuses cellules tumorales).  Les exosomes sont présents dans de 
nombreux fluides corporels comme l’urine,  le sang,  le lait,  et les fluides amniotiques ou 




Fig. N° 13.  Visualisation par microscopie électronique des exosomes.  Les exosomes apparaissent sous forme de 





Fig. N° 14.  Formation des corps multivésiculaires.  Les corps multivésiculaires sont formés après l’invagination de la 
membrane limitante des endosomes primaires.  Les vésicules intraluminales (ILVs) sont libérées sous forme 
d’exosomes après fusion des MVBs avec la membrane plasmique (D’après (80)). 
 
 
L’analyse protéomique révèle que les exosomes contiennent de nombreuses protéines (151). 
Certaines sont communes aux exosomes sécrétés par différents types cellulaires et 
représentent des protéines impliquées dans les processus de maturation endosomale, dans 
ceux responsables de la formation des ILVs et de la fusion avec la membrane plasmique.  A 
l’inverse, certaines protéines sont spécifiques du type cellulaire sécrétant ces exosomes.  
Enfin, des données très récentes indiquent que ces microvésicules peuvent contenir des 
acides nucléiques, que ce soient des ARN messagers (238), des ARN non codants (miRNA) 
(172) ou des séquences d’ADN (14). 
 
 
3.2  Biogénèse 
 
L’identification des mécanismes impliqués dans la formation des ILVs et dans la fusion des 
MVBs avec la membrane fait l’objet d’intenses recherches, sans qu’un consensus ne se 
dégage à ce jour (29).  Dans certains modèles, les protéines incorporées dans les MVBs sont 
ubiquitinylées (182), interagissent avec le complexe protéique ESCRT (Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport) pour être incorporées dans les ILVs (106) (171).  Dans 
d’autres, l’ubiquitinylation et la machinerie ESCRT ne semblent pas impliqués dans le ciblage 
ILV 
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de certaines protéines vers les ILVs (226).  Les mécanismes ESCRT indépendant pourraient 
mettre en jeu des lipides (céramide) et les tétraspanines (150) (232) (41).  Les hypothèses 
actuelles évoquent une certaine hétérogénéité des MVBs ayant pour origine des différences 
dans leur biogénèse.  En conséquence, les exosomes pourraient correspondre en fait à une 
famille de microvésicules provenant de la fusion de différents types de MVBs avec la 
membrane plasmique.  Une fois à l’extérieur de la cellule, l’interaction exosome/cellule 
réceptrice pourrait mettre en jeu différents mécanismes, non exhaustifs :   1) interaction de 
type ligand-récepteur ;  2) adhésion puis fusion avec la membrane plasmique de la cellule 
réceptrice; et 3) internalisation de l’exosome par endocytose.  De récents résultats font état 
de fusions membranaires (168), sans qu’il soit possible de dire si elles se produisent à la 
membrane plasmique et/ou dans des compartiments internes. 
 
 
3.3   Fonctions biologiques 
 
La sécrétion des exosomes a été initialement décrite il y a 25 ans, au cours de la 
différenciation des érythroblastes en érythrocytes (111).  Il est maintenant clair que le rôle 
biologique de ces microvésicules n’est probablement pas restreint à l’élimination de 
matériels devenus superflus pour la cellule.  Il s’avère que les exosomes pourraient jouer un 
rôle important dans les phénomènes de communication intercellulaire, en particulier au sein 
du système immunitaire (29).  D’une façon générale, il semble que des exosomes 
transportant des antigènes et/ou des complexes peptides antigéniques/ MHC soient 
capables d’initier une réponse immunitaire, en interagissant soit avec les cellules dendritiques 
soit directement avec les lymphocytes T.  Des exosomes produits par des cellules tumorales 
(107), ou par des cellules infectées par différents pathogènes, sont capables d’activité anti 
tumorale (ou anti infectieuse) (131).  Un essai clinique en phase deux utilisant des exosomes 
dans le traitement du cancer du poumon à petites cellules est en cours à l’Institut Gustave 
Roussy (50).  Il faut cependant noter que les exosomes tumoraux peuvent aussi présenter des 
activités immunosuppressives in vitro et in vivo.  La difficulté à inhiber spécifiquement la 
formation et/ou la sécrétion des exosomes rend l’appréciation de leur rôle physiologique réel 
encore difficile à établir.  Cependant, leur utilité comme biomarqueurs de différents états 







3.4  Prions et exosomes 
 
Suite à une infection expérimentale ou naturelle, les prions se disséminent dans l’organisme et 
au sein des tissus infectés.  Un certain nombre de cellules mobiles (cellules dendritiques, 
cellules sanguines) peuvent contribuer au transfert de l’agent infectieux au sein d’un tissu ou 
entre différents organes.  Cependant, les mécanismes qui permettent  le transfert de cellule 
à cellule des prions sont mal connus.  D’un point de vue expérimental et dans différents types 
de cocultures entre des cellules infectées et des cellules saines, on constate le transfert de 
l’agent infectieux et sa multiplication dans les cellules réceptrices.  Différents mécanismes 
peuvent être évoqués pour expliquer ce passage de cellule à cellule.  La PrP anormale à la 
surface des cellules infectées pourrait interagir avec la PrPc membranaire des cellules 
adjacentes et promouvoir ainsi le phénomène de conversion dans les cellules cibles et leur 
infection.  Il faut cependant noter que le contact avec des cellules infectantes fixées est bien 
moins efficace que lorsque les cellules donneuses sont vivantes, ce qui suggère que le 
transfert nécessite une structure vivante (113) (167).  Par ailleurs, dans des cocultures entre 
des cellules dendritiques infectées et des neurones en culture primaire, le transfert de la PrP 
anormale vers les neurones survient via l’établissement de nanotubes entre les deux types 
cellulaires (91).  Cependant, d’autres mécanismes, mettant en jeu notamment la libération 
de formes acellulaires de prions pourraient participer à leur dissémination intercellulaire.  En 
effet, une étude avait montré il y a une quinzaine d’années que le milieu de culture de 
cellules infectées par une souche murine (GT1/RML) était infectieux (197).   
 
En collaboration avec le groupe de Graça Raposo à l’Institut Curie, le laboratoire a entrepris 
il y a quelques années de caractériser la nature des prions présents dans le milieu 
extracellulaire.  En utilisant comme modèles deux lignées cellulaires (une d’origine rabique : 
RK13 (244), l’autre d’origine murine : MovS (12)) exprimant la PrPc ovine, il a tout d’abord été 
montré que ces cellules sécrètent la PrPc dans le  milieu extracellulaire et que cette PrPc est 
associée aux microvésicules exosomales.  Lorsque ces cellules sont infectées par la souche 
de prions ovins PG127, les exosomes sécrétés sont infectieux et contiennent de la PrPres (81).  
Suite à ce travail, la présence d’exosomes infectieux a été détectée dans le milieu de culture 
provenant des cellules GT1 infectées par la souche RML (241).   
 
En résumé, ces données, même si elles sont parcellaires, suggèrent que les mécanismes 
impliqués dans la dissémination intercellulaire des prions sont divers, au moins dans les 




En tout état de cause, l’existence de formes libres de prions permet d’émettre l’hypothèse 
que des microvésiculaires membranaires pourraient servir de véhicule aux prions, participant 
ainsi à la dissémination de ces agents infectieux au sein des tissus voire dans l’organisme.  En 
effet, de nombreux fluides biologiques infectieux (le sang (42), des liquides interstitiels (240), le 
lait (2), l’urine (178)) infectieux contiennent des microvésicules d’origine cellulaire et 
notamment des exosomes. Dans ce mémoire, nous qualifierons de formes libres (ou 
acellulaires) toute forme de prions non associée physiquement à des cellules, sans préjuger 
de leur nature. Ces formes, libérées à partir des cellules infectées, peuvent être ou non 












































OBJECTIFS DE LA THESE 
 
L’objectif général de ce travail est d’étudier l’externalisation des prions dans le milieu 
extracellulaire, via leur association à des microvésicules d’origine cellulaire appelées 
exosomes.  
 
Cette étude est menée à l’aide de cultures cellulaires chroniquement infectées par 
différentes souches infectieuses de prions.  Pour chacun de ces paradigmes, nous avons tout 
d’abord déterminé la proportion d’agent infectieux sécrété par les cellules.  Nous avons par 
ailleurs procédé à une analyse des propriétés biochimiques des formes anormales de la 
protéine PrP dans les microvésicules sécrétées et dans les cellules.  Pour réaliser ce travail, 
nous avons au préalable mis au point et développé un test de titration en culture cellulaire 










































Les souches murines 22L, Fukuoka-1 et RML proviennent de souris tg20 en phase terminale de 
la maladie.  La souche ovine PG127 provient de souris tg338 et la souche campagnol (176) 
(fournie par U. Agrimi) de campagnols.  Le tissu cérébral de ces animaux est homogénéisé 




Infection des cultures cellulaires 
 
Les cellules RK13 sont ensemencées dans des plaques à 12 puits. Pour induir l’expression de la 
proteine PrPc (soit ovine, murine ou campagnol), les cellules sont exposées au milieu de 
culture contenant de la doxycycline (1µg/ml).  Deux jours plus tard, elles sont infectées par 
ajout de l’homogénat infectieux (homogénat cérébral à 10% dilué 20 fois dans le milieu de 
culture + dox).  Cinq jours plus tard les cellules sont trypsinées et transférées dans une T-25 
cm2.  Ces cultures sont ensuite propagées pendant plusieurs semaines (1 passage chaque 




Obtention des milieux conditionnés et des cellules provenant des cultures 
chroniquement infectées 
 
Le protocole utilisé pour isoler les microvésicules et les exosomes a été déjà décrit (227). 
Chaque culture infectée est ensemencée (dilution au ¼) dans 8 T-150 cm2 dans du milieu 
OptiMEM + 10% SVF + 1 µg/ml de dox (25 ml par T-150 cm2).  Dans certaines expériences, le 
milieu de culture est préalablement déplété en microvésicules sériques par ultracentrigation 
à 100 000 xg pendant 18h.  Une semaine plus tard, les cellules et les milieux conditionnés sont 
collectés. Une partie des cellules est solubilisée dans un tampon NaDOC (10 ml/T-150 cm2).  
Ce lysat cellulaire est ensuite clarifié et congelé.  Une partie des cellules est collectée par 
grattage, centrifugée et le culot cellulaire est resuspendu dans du glucose 5% (1-2 ml par T-
150 cm2).  Cette suspension cellulaire est ensuite homogénéisée dans des tubes contenant 
des billes.  Les milieux de cultures (environ  200 ml) sont centrifugés à 2 000 xg 20 min puis à 10 
000 xg 30 min à 4°C pour éliminer les cellules mortes et les débris cellulaires.   
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Obtention de la fraction microvésiculaire P100K et purification des exosomes 
sur gradient de sucrose 
 
Le milieu conditionné clarifié (CM) est ultracentrifugé à 100 000 xg 1h à 4°C dans des tubes 
de polyallomère dans un rotor SW32 (Beckman).  Après élimination du surnageant, les culots 
sont resuspendus dans un grand volume de PBS (35 ml final) et ultracentrifugés à nouveau.  
Le culot final P100K  est alors resuspendu dans 400-800 µl en PBS et stockée à -20°C.  
 
Le culot P100K correspondant à 100 ml de MC est déposé au fond d’un tube pour un rotor 
SW32. Quatre ml des différentes solutions de sucrose (0.25M à 2M) sont ensuite 
successivement déposées.  Après ultracentrifugation à 100 000 xg 18h à 4°C, 9 fractions de 4 
ml sont prélevées à partir du haut et et leur densité est déterminée à l’aide d’un 
réfractomètre.  Les fractions sont ensuite stockées à -20°C.  Le matériel de chaque fraction 
est concentré par précipitation avec 4 volumes de méthanol.  Après 18h à -20°C et 




Digestion des différents échantillons par la PK 
 
La concentration protéique de chaque échantillon est déterminée par BCA.  Chaque 
échantillon est ensuite incubé pendant 2h à 37°C en présence de PK, à raison de 2 µg de PK 
pour 500 µg d’échantillon protéique.  Lorsque la concentration protéique des échantillons est 
trop faible pour être déterminée précisément (fractions P100K, fractions de gradient 
précipitées au méthanol), ils sont mélangés à un lysat protéique de concentration connue 
avant d’être traités à la PK.  Après inactivation de la PK par 4 mM de Péfabloc, les 




Quantification du pouvoir infectieux des échantillons 
 
Des cellules saines en  plaques 6 puits sont exposées à 3 ml de milieu de culture (avec ou 
sans 1 µg/ml de dox selon les cas) contenant les différents échantillons pendant 1 semaine.  
Ce milieu est ensuite éliminé et remplacé par du milieu frais (+/- dox selon les cas).  Trois 
semaines plus tard (le milieu est changé chaque semaine), les cultures sont solubilisées dans 
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le tampon NaDOC (1 ml/puits).  La concentration protéique est déterminée et la détection 





Les échantillons ont été séparés par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide  SDS-
PAGE 12% et transférés sur des membranes de PVDF.  La PrPc et PrPres sont détectées à l’aide 
des anticorps monoclonaux Sha31 ou SAF32, la flotiline-1 par l’anticorps monoclonal anti-
flotiline-1 (BD Bioscience) et  EF1` par l’anticorps monoclonal anti EF1` (Millipore).  Après 
incubation avec un anticorps secondaire couplé à la péroxydase, la luminescence est 
visualisée en utilisant le kit ECL+ (Amersham-GE Healthcare) et le système Bio-Rad VersaDoc.  
Dans le cas des anticorps SAF32, flotiline-1 et EF1`  la membrane est préalablement bloquée 











































Développement d’une méthode de titration en culture cellulaire 





La titration des prions est un outil expérimental absolument déterminant dans l’étude des 
maladies à prions et de leurs agents.  La méthode de référence pour détecter et quantifier 
les prions dans un échantillon donné consiste à inoculer différents lots d’animaux (en général 
des souris) par différentes dilutions de l’échantillon pour déterminer la quantité de matériel 
infectieux capable de transmettre la maladie à 50% des animaux.  Cette méthode (end-
point dilution) permet de calculer le nombre de doses létales capables de tuer 50% des 
animaux (LD50) dans l’échantillon étudié.  Ces techniques de quantification chez l’animal 
(end-point dilution et méthode de la période d’incubation) s’échelonnent sur des durées 
importantes (6 mois à 2 ans), requièrent un nombre très important d’animaux, des installations 
et du personnel dédié, et coutent très cher.   
 
Ces inconvénients sont un obstacle réel à l’avancée de la recherche sur les prions et 
l’identification de méthodes alternatives représenterait une avancée méthodologique 
considérable.  Une méthode de titration en culture cellulaire a été développée à partir des 
années 2003 par le groupe de Charles Weissmann.  Elle consiste à infecter des cultures 
cellulaires permissives avec des dilutions en série d’un échantillon infectieux.  Ces cultures 
sont ensuite propagées pendant quelques semaines puis le nombre de cellules infectées est 
quantifié par un test de détection de la PrPres (117).  
 
Cette procédure (Scrapie Cell Assay, SCA) est 10 fois plus rapide et bien moins onéreuse (au 
moins 100 fois) que la titration chez l’animal de laboratoire.  Sa sensibilité est bien entendu 
directement fonction du type de culture cellulaire réceptrice utilisée.  L’utilisation de sous 
clones extrêmement permissifs de la lignée de neuroblastome N2a permet de titrer des 
souches de prions de souris (RML, 22L) avec une sensibilité similaire ou supérieure à celle de la 
titration en souris.  La rapidité, la sensibilité et le caractère peu onéreux de ce type de 
titration ont donc levé un verrou méthodologique considérable, permettant à nombre de 
laboratoires de s’affranchir de l’utilisation des animaux.   
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Cependant, cette approche est strictement dépendante de l’identification de lignées 
cellulaires très permissives à la souche de prions que l’on souhaite titrer.  En pratique, cette 
méthode est à ce jour essentiellement utilisée pour titrer certaines souches de prions de souris. 
En raison des limites inhérentes de la titration chez l’animal, la mise au point d’un test de 
détection cellulaire des prions ovins, de souris et de campagnol était absolument 
indispensable à l’étude de la sécrétion des prions dans le milieu extracellulaire que nous 
souhaitions mener.  Nous avons utilisé la lignée cellulaire RK13 pour développer une 
procédure permettant la titration de prions d’origine ovine, murine, et de campagnol.  Les 
cellules RK13 (lignée épithéliale dérivée de rein de lapin) ne sont naturellement pas 
permissives à la multiplication de ces souches de prions.  Cependant, l’expression de la PrPc 
ovine, de souris ou de campagnol confère à ces cellules la capacité à propager stablement 
des prions ovins, murins ou de campagnol, respectivement (244) (63). 
 
Dans ce travail nous avons généré et/ou utilisé des cultures RK13 exprimant stablement et de 
façon inductible les PrPc ovine, murine ou de campagnol (ovRK13, moRK13, voRK13, 
respectivement) pour mettre au point une procédure permettant la titration en culture 
cellulaire de différentes souches de prions.  La publication 1 décrit les résultats obtenus pour 
la souche de prions ovins PG127 et pour une souche de prions murins (RML).  Sont ensuite 
présentés les résultats obtenus pour 2 autres souches murines (22L et Fukuoka-1) et pour une 

















































Obtention de cellules RK13 exprimant la PrPc du campagnol (voRK13) 
 
La procédure est similaire à celle utilisée dans la publication 1 pour obtenir des clones 
cellulaires exprimant de façon stable la PrPc murine.  Brièvement, après transfection par un 
vecteur codant pour la PrPc de campagnol sous contrôle d’un promoteur inductible par la 
dox, plusieurs clones cellulaires ont été sélectionnés et caractérisés.  Un de ces clones (cgF) a 
été sélectionné pour être utilisé dans les expériences qui vont être décrites.  La figure N° 15 
montre l’induction de l’expression de la protéine PrPc de campagnol dans ce clone de 





Fig. N° 15.  Expression de la PrPc de campagnol dans les cellules voRK13.  Des  cellules RK13 ont été transfectées 
avec le gène qui code pour la protéine PrPc de campagnol sous contrôle d’un promoteur dox-dépendant.  A.  En 
présence de doxycycline (+dox),  les cellules voRK13 expriment la protéine PrPc.  Des contrôles négatifs (cellules 
voRK13 cultivées en absence de doxycycline, -dox) sont montrés.  L’immunodétection de la PrPc par western blot a 
été faite en utilisant l’anticorps SAF32 dilué au 1 :5 000. B.  Les cellules voRK13 ont été visualisées au microscope à 
fluorescence.  Les cellules RK13 non transfectées n’expriment pas la PrPc de façon détectable (contrôle négatif).  
L’immunofluorescence a été faite avec l’anticorps SAF32 (dilué au 1 :1 000) et un anticorps anti-souris conjugué à 





Quantification de la souche de prions de campagnol et des souches murines 
22L et Fukuoka-1 par titration cellulaire 
 
Les cellules voRK13 ont été exposées à des dilutions en série de la souche infectieuse de 
campagnol (dilutions de 10-3 à 10-5 de l’homogénat cérébral infectieux à 10%).  En parallèle, 
nous avons inoculé des cellules moRK13 avec deux autres souches de prions murins, 22L et 
Fukuoka-1.  Quatre semaines plus tard, la PrPres produite dans chacune de ces cultures a été 
analysée.  Les résultats obtenus (Figure N°16) montrent que la PrPres s’accumule dans les 
cultures inoculées avec la souche de campagnol et avec les souches 22L et Fukuoka-1.  
Comme observé préalablement avec la souche ovine et la souche RML (publication 1), la 
quantité de PrPres produite par les cellules est dépendante de la charge infectieuse 
initialement utilisée pour infecter ces cultures.  La quantité de PrPres qui s’accumule dans des 
cultures infectées par différents échantillons pourra donc être utilisée pour estimer le pouvoir 





Fig. N° 16.  Quantification des souches 22L, Fukuoka-1 et de campagnol par test cellulaire.  Les cellules moRK13 et 
voRK13 ont été exposées à différentes quantités d’homogénats infectieux (dilutions en série au 1 :10 d’un 
homogénat cérébral à 10%).  Quatre semaines plus tard, ces cultures ont été solubilisées, les lysats cellulaires digérés 












Au cours de ce travail nous avons généré différents clones de cellules RK13 exprimant 
chacun la PrPc d’une espèce hétérologue (ovine, murine, campagnol).  Nous avons ensuite 
développé un test cellulaire permettant, en un mois et sans avoir recourt à l’inoculation à 
l’animal, la détection et la titration d’une souche de prions ovins (PG127), de trois souches 
murines (22L, Fukuoka-1 et RML) et d’une souche de prions de campagnol. 
 
Ce test cellulaire basé sur l’utilisation des cellules RK13 présente de nombreux avantages.  Il 
est extrêmement robuste et très facile à mettre en œuvre.  En effet, les cellules RK13 sont des 
cellules faciles à cultiver dont la sensibilité à l’infection est bien plus stable au cours des 
passages que les sous clones de cellules N2a qu’il faut très régulièrement sous cloner à 
nouveau sous peine de perte importante de leur sensibilité.  En outre, il n’est pas nécessaire 
de propager les cultures cellulaires RK13 après leur inoculation, contrairement aux lignées 
cellulaires utilisées actuellement qui doivent être passées plusieurs fois par semaine durant 
plusieurs semaines avant de procéder à la détection.  D’un point de vue opérationnel, ce 
point est extrêmement important car le travail de culture cellulaire en est drastiquement 
simplifié et le coût diminué.  Pour deux souches (la souche ovine PG127 et la souche murine 
RML), la sensibilité du test cellulaire a été comparée à celle de l’animal.  Les données 
indiquent que dans sa version longue (deux mois), ce test cellulaire présente une sensibilité 
comparable à celle de l’animal.  La mise au point et le développement de cet outil vont 
nous permettre maintenant d’aborder l’étude de la sécrétion de ces agents infectieux par 













Pour obtenir des cultures de cellules RK13 infectées par les différentes souches de prions 
(ovRK13/PG127, moRK13/22L, moRK13/Fukuoka-1, voRK13/campagnol) les cellules non 
infectées ont été  exposées à de l’homogénat infectieux puis ont été propagées pendant au 
moins un mois à raison d’un passage par semaine ce qui permet d’obtenir une quantité 
suffisante de cellules stablement et chroniquement infectées.  A ce stade, et une semaine 
après l’ensemencement, le milieu conditionné de chaque culture (200 ml, correspondant à 8 
T-150 cm2) est collecté et soumis à deux centrifugations à basses vitesses pour éliminer les 
débris et les cellules mortes.  Ce milieu conditionné (MC) est alors ultracentrifugé (100 000 xg, 
1h).  Le culot est resuspendu dans un grand volume de PBS et ultracentrifugé à nouveau à 
100 000 xg pour générer la fraction microvésiculaire (P100K) qui est resuspendue dans un petit 
volume de PBS.  Parallèlement, les cellules de la culture sont collectées, centrifugées et le 
culot cellulaire est homogénéisé dans un tampon physiologique.  A ce stade, on procède à 
la quantification du pouvoir infectieux de la fraction cellulaire, du milieu conditionné et de la 
fraction microvésiculaire (voir ci-après).  La fraction microvésiculaire est ensuite 
ultracentrifugée à l’équilibre dans un gradient de sucrose (100 000 xg, 18h) afin d’isoler les 
fractions contenant les exosomes.  Le pouvoir infectieux de chacune des fractions du 
gradient est alors déterminé, ainsi que son contenu en PrPres.  Cette démarche expérimentale 
est schématiquement résumée dans la figure N°17. 
 
Toutes les  quantifications infectieuses sont réalisées en utilisant les tests cellulaires décrits 
précédemment (publication 1).  Dans chaque cas, plusieurs dilutions des fractions à tester 
(fractions cellulaires, milieu conditionné, fractions microvésiculaires, exosomes purifiés par 
gradient) sont utilisées pour infecter les cellules réceptrices (ovRK13, moRK13 ou voRK13 en 
fonction de la souche de prions analysée).  En parallèle, certaines des fractions sont 
inoculées à des cultures n’exprimant pas la PrPc (cultivées en absence de dox) qui ne 
peuvent donc pas s’infecter.  Ce contrôle important permet de s’assurer que la PrPres 
détectée reflète réellement l’infection des cellules et ne correspond pas à la PrPres présente 
dans les fractions infectieuses.  Un mois plus tard, ces cultures sont solubilisées, la PrPres est 
isolée et analysée par immunoblot.  La comparaison des quantités de PrPres dans toutes ces 














Quantification de la sécrétion des prions ovins PG127 
 
Les résultats décrits ici proviennent d’expériences menées sur trois cultures ovRK13, infectées 
et propagées de façon indépendante.  Le milieu de culture conditionné (MC) par les cellules 
ovRK13 infectées par la souche ovine PG127 a été recueilli.  Pour déterminer son éventuel 
pouvoir infectieux, différentes quantités (100 µl, 250 µl et 500 µl) de ce MC ont été incubées 
avec des cellules ovRK13 saines.  Un mois plus tard, les cultures ont été solubilisées, les lysats 
cellulaires on été traités à la protéinase K (PK) et centrifugés.  Les culots ont été analysés par 
immunoblot pour détecter l’éventuelle présence de PrPres (PrPsc insoluble et PK-résistante).  La 
présence de PrPres dans les cultures exposées au MC indique clairement que le milieu de 
culture est infectieux (Figure N°18).  
 
Les cellules infectées utilisées pour obtenir le MC ont été homogénéisées, et différentes 
quantités (quantité de cellules correspondant à 5 µl, 50 µl et 500 µl de MC, sachant que les 
cellules d’une T-150 cm2 correspondent à 25 ml de MC) ont été inoculées aux cellules ovRK13 
afin d’en déterminer le pouvoir infectieux.  L’analyse comparée de la PrPres des cultures 
infectées par la fraction cellulaire et le MC de trois expériences (les résultats de chaque 
expérience individuelle sont montrés dans la figure N°29) indique qu’environ 4% ± 1,3% 
(moyenne ± sem) des prions PG127 sont sécrétés dans le milieu de culture (Figure N° 18 ; les 
cellules correspondant à 5 µl de MC sont aussi infectieuses que 100 µl de MC).  Pour 
déterminer si le pouvoir infectieux du MC était associé à la fraction microvésiculaire, le milieu 
conditionné a été ultracentrifugé à 100 000 xg pendant 1h et le surnageant a été utilisé pour 
infecter les cellules réceptrices.  Les résultats obtenus indiquent que le MC est beaucoup 
moins infectieux après ultracentrifugation (perte estimée à environ 80%), ce qui suggère que 


















Fig. N° 18.  Le milieu de culture provenant des cellules ovRK13/PG127 est infectieux.  Différentes quantités de milieu 
conditionné (MC) avant ou après ultracentrifugation et différentes quantités de cellules ovRK13 infectées ont été 
inoculées à des cellules ovRK13 saines.  Certains échantillons ont été inoculés à des cellules ovRK13 n’exprimant pas 
la PrPc ovine (-dox). Quatre semaines plus tard, cultures ont été solubilisées, les lysats cellulaires digérés par la PK et 











Pour confirmer cette hypothèse, le pouvoir infectieux du P100K a été déterminé en infectant 
des cellules ovRK13 saines par le MC (1,5 ml) et par le P100K correspondant à 1,5 ml de MC. 
Les cultures ainsi inoculées accumulent des quantités similaires de PrPres (Figure N°19), 
confirmant ainsi que la fraction microvésiculaire contient l’essentiel des prions présents dans 






Fig. N° 19.  L’agent infectieux PG127 est associé à des microvésicules membranaires.  Les cellules ovRK13 ont été 
exposées à 1,5 ml de milieu conditionné (MC) et à la fraction microvésiculaire (culot P100K) correspondant à 1,5 ml 












Détection du pouvoir infectieux et de la PrPres associés aux exosomes du MC 
ovRK13/PG127   
 
Ce matériel a ensuite été fractionné en fonction de sa densité par ultracentrifugation à 
l’équilibre dans un gradient de sucrose.  Toutes les fractions ont été recueillies, y compris le 
culot du gradient, et le pouvoir infectieux de chaque fraction a été testé.  Nos résultats 
(Figure N°20) montrent tout d’abord que le culot du gradient n’induit pas la formation de 
PrPres dans les cellules ovRK13 réceptrices, ce qui indique que l’infectiosité est majoritairement 
associée à des structures membranaires flottant dans les différentes fractions du gradient.  
Par ailleurs, les fractions les plus infectieuses sont celles dont la densité correspond à celle des 
exosomes (185) (228) (239) (entre 1,16 et 1,20 g/ml).  Il faut cependant noter que des 
fractions plus légères et plus lourdes peuvent également être infectieuses.  Bien entendu, la 
fraction « exosome » (d=1,16 g/ml) provenant d’une culture de cellules ovRK13 non infectées 





Fig. N° 20. L’agent infectieux PG127 est présent principalement dans les fractions contenant les exosomes.  La 
fraction microvésiculaire correspondant à 70 ml de MC a été déposée dans un gradient de sucrose et centrifugée à 
l’équilibre.  Neuf fractions (ainsi que le culot) ont été collectées et la densité déterminée au réfractomètre.  La 
totalité de chaque fraction a été précipitée au méthanol et utilisée pour infecter des cellules ovRK13.  Quatre 
semaines plus tard, les cultures ont été solubilisées, les lysats cellulaires digérés par la PK et centrifugés.  La PrPres des 
culots a été analysée par immunoblot à l’aide de l’anticorps Sha31 (1 :10 000).  La fraction de densité 1,16 mg/ml 
provenant d’une culture ovRK13 non infectée a été inoculée en parallèle (N.I.). 
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Nous avons enfin déterminé si les fractions infectieuses (microvésiculaire et les fractions 
purifiées par gradient) contenaient des quantités détectables de PrPres.  Ces fractions ont été 
solubilisées, digérées par la PK puis centrifugées pour analyser par immunoblot la présence 
de PrPsc agrégée et PK-résistante.  La PrPres est détectée dans la fraction P100K provenant 
d’une culture infectée (Figure N°21), mais pas dans celle provenant d’une culture saine (non 
montré).  L’analyse des fractions purifiées par gradient montre que la PrPres y est détectable 




Fig. N° 21.  La PrPres est détectable dans la fraction microvésiculaire infectieuse.  Le culot P100K  correspondant à 10 




Fig. N° 22.  La PrPres est détectable dans les fractions contenant les exosomes infectieux.  Chaque fraction du 
gradient de sucrose (correspondant à 7 ml de MC) a été digérée par la PK et analysée par immunoblot (anticorps 
Sha31 au 1 :10 000) pour y détecter la PrPres.   
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Quantification de la sécrétion des prions murins 22L 
 
Les résultats décrits ici proviennent d’expériences menées sur deux cultures moRK13, 
infectées et propagées de façon indépendante (les résultats de chaque expérience 
individuelle sont montrés dans la figure N°29).  Les cellules moRK13 infectées par la souche 
murine 22L ont été propagées pour obtenir des cultures chroniquement infectées dont on a 
collecté le milieu conditionné.  Ce MC a été ultracentrifugé pour obtenir un culot 
correspondant à la fraction microvésiculaire P100K.  Le pouvoir infectieux des différentes 
fractions (cellules, milieux conditionnés, culots P100K) a été déterminé après infection de 
cellules moRK13 saines.  La présence de PrPres dans les cultures inoculées (Figure N°23) montre 
que le milieu de culture des cellules moRK13 infectées par la souche murine 22L est 
infectieux.  L’analyse comparée des quantités de PrPres dans les cultures infectées par le MC 
et la fraction cellulaire indique qu’environ 0.15% seulement de l’infectiosité associée aux 
cellules est libérée dans le milieu extracellulaire (les cellules correspondant à 0,45 µl de MC 
sont aussi infectieuses que 300 µl de MC).  Comme dans le cas de PG127, l’essentiel du 




Fig. N° 23. Le milieu de culture provenant des cellules moRK13/22L est infectieux et l’agent infectieux est associé à la 
fraction microvésiculaire.   Différentes quantités de milieu conditionné (MC, de 300 µl à 1,5 ml) avant ou après 
ultracentrifugation, différentes quantités de cellules moRK13 infectées et la fraction microvésiculaire correspondant 
à 1 ml de MC ont été inoculées à des cellules moRK13 saines.  Certains échantillons ont été inoculés à des cellules 
moRK13 n’exprimant pas la PrPc murine (-dox).  Quatre semaines plus tard, les cultures ont été solubilisées, les lysats 
cellulaires digérés par la PK et centrifugés.  La PrPres des culots a été analysée par immunoblot à l’aide de l’anticorps 
Sha31 (1 :10 000). 
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Détection du pouvoir infectieux et de la PrPres associés aux exosomes du MC 
moRK13/22L   
 
Le matériel recueilli dans le culot P100K a été fractionné en fonction de sa densité par 
ultracentrifugation dans un gradient de sucrose et le pouvoir infectieux de chaque fraction a 
été testé en infectant des cellules réceptrices moRK13.  Comme observé pour la souche 
ovine PG127, le culot du gradient n’est pas infectieux, indiquant que l’infectiosité est 
associée à des structures membranaires flottant dans les différentes fractions du gradient. 
Nous montrons également (Figure N°24) que les fractions les plus infectieuses sont celles dont 




Fig. N° 24. L’agent infectieux 22L est présent principalement dans les fractions contenant les exosomes.  La fraction 
microvésiculaire correspondant à 33 ml de MC a été déposée dans un gradient de sucrose et centrifugée à 
l’équilibre.  Neuf fractions (ainsi que le culot) ont été collectées et la densité déterminée au réfractomètre.  La 
totalité de chaque fraction a été précipitée au méthanol et utilisée pour infecter des cellules moRK13.  Quatre 
semaines plus tard, les cultures ont été solubilisées, les lysats cellulaires digérés par la PK et centrifugés.  La PrPres des 









L’analyse biochimique de la fraction microvésiculaire révèle que la PrPres y est détectable 
(Figure N°25).  Cette PrPres est aussi détectée dans les fractions de gradient contenant les 




Fig. N° 25.  La PrPres est détectable dans la fraction microvésiculaire infectieuse.  Le culot P100K  correspondant à 11 






Fig. N° 26.  La PrPres est détectable dans les fractions contenant les exosomes infectieux.  Chaque fraction du 
gradient de sucrose (correspondant à 3,3 ml de MC) a été digérée par la PK et analysée par immunoblot (anticorps 
Sha31 au 1 :10 000) pour y détecter la PrPres.   
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Quantification de la sécrétion des prions murins Fukuoka-1 et des prions de 
campagnol 
 
Les résultats décrits ici proviennent d’expériences menées sur deux cultures moRK13 et deux 
cultures voRK13, toutes infectées et propagées de façon indépendante.  Les milieux 
conditionnés par des cultures moRK13 infectées par la souche Fukuoka-1 et par des cultures 
voRK13 infectées par la souche de campagnol ont été collectés et ultracentrifugés afin d’en 
isoler la fraction microvésiculaire.  Leur pouvoir infectieux a été déterminé en infectant des 
cellules RK13 réceptrices (moRK13 et voRK13, respectivement).  Dans les deux cas, il s’avère 
que ces fractions sont infectieuses car elles sont capables d’induire la formation de PrPres 
dans les cellules cibles (Figure N°27).  L’analyse comparée des quantités de PrPres induites par 
les fractions cellulaires et les P100K indique qu’en moyenne 0.12% des prions Fukuoka-1 sont 
sécrétés par les cellules infectées dans le milieu extracellulaire (les cellules correspondant à 
11 µl de MC sont aussi infectieuses que 8,7 ml de MC).  Cette proportion est en moyenne de 
0.06% pour les prions de campagnol.  Les résultats de chaque expérience individuelle sont 




Fig. N° 27. La fraction microvésiculaire provenant du milieu de culture de cellules moRK13/Fukuoka-1 et 
voRK13/campagnol est infectieuse.  Les fractions microvésiculaires (P100K) correspondant aux quantités indiquées 
de MC, ainsi que différentes quantités de cellules infectées moRK13/Fukuoka-1 (A) et voRK13/campagnol (B) ont été 
inoculées à des cellules saines moRK13 et voRK13, respectivement.  Certains échantillons ont été inoculés à des 
cellules n’exprimant pas la PrPc (-dox).  Quatre semaines plus tard, les cultures ont été solubilisées, les lysats cellulaires 
digérés par la PK et centrifugés.  La PrPres des culots a été analysée par immunoblot à l’aide de l’anticorps Sha31 
(1 :10 000).  
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Les fractions infectieuses P100K ont été analysées par immunoblotting.  Dans les deux cas, on 





Fig. N° 28.  La PrPres est détectable dans les fractions microvésiculaires infectieuses provenant des cultures 
moRK13/Fukuoka-1 et voRK13/campagnol.  Les culots P100K  correspondant aux quantités indiquées de MC ont été 
digérés par la PK et analysés par immunoblot (anticorps Sha31 au 1 :10 000) pour y détecter la PrPres.  (A) 













L’infection par les prions ne semble pas stimuler la sécrétion des exosomes 
 
Nous avons montré que la proportion de prions sécrétés par une culture ovRK13 infectée par 
la souche PG127 est bien supérieure (environ 25 fois) à celle de cultures moRK13 ou voRK13 
infectées par les souches 22L  et Fukuoka-1 ou de campagnol, respectivement.  Les résultats 
obtenus sont résumés dans la figure N°29. 
 
 
Fig. N° 29.  Proportion d’agent  infectieux libéré dans le milieu de culture. 
 
Afin de déterminer s’il y avait une augmentation de la quantité d’exosomes sécrétés en 
réponse à l’infection, nous avons isolé les fractions microvésiculaires provenant du milieu de 
cultures infectées ou non.  La présence de deux protéines exosomales (81) (la flotiline-1 et 
EF1`) a ensuite été recherchée, par immunoblot, dans ces P100K.  Dans ces expériences, 
nous avons utilisé du milieu de culture préalablement déplété (par ultracentrifugation) des 
exosomes sériques.  Les fractions microvésiculaires correspondant à 20 ml de milieu 
conditionné ont été analysées.   
 
La figure N°30 montre la détection de la flotiline-1 dans des P100K provenant de cultures 
ovRK13 infectées ou non par la souche PG127, avec en contrôle négatif du milieu de culture 
seul.  La présence de la flotiline-1 et d’EF1` dans les P100K de cultures ovRK13, moRK13 et 
voRK13 infectées ou non est analysée dans la figure N°31.   
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Deux conclusions peuvent être tirées de ces expériences.  Tout d’abord, l’infection par les 
trois souches de prions analysées (ovine PG127, murine 22L, campagnol) ne semble pas avoir 
d’impact sur la quantité d’exosomes secrétés par les cellules.  Par ailleurs, ces expériences 
montrent que le clone cellulaire ovRK13 utilisé, qu’il soit infecté ou non, ne sécrète pas plus 
d’exosomes que les clones cellulaires moRK13 ou voRK13.  En d’autres termes, ces trois clones 
cellulaires RK13 semblent sécréter constitutivement des quantités comparables d’exosomes 




Fig. N° 30.  Analyse d’un marqueur exosomal (flotiline-1) dans la fraction microvésiculaire de cultures ovRK13 
infectées ou non par la souche PG127. Les culots P100K correspondant à 20 ml de MC de cultures ovRK13 infectées 
(+) ou non (-) par la souche PG127 ont été analysés par immunoblot pour y détecter la flotiline-1.  Le P100K 






Fig. N° 31.  Analyse de 2 marqueurs exosomaux (flotiline-1 et EF1J) dans les fractions microvésiculaires  de 
différentes cultures infectées ou non. Les culots P100K correspondant à 20 ml de MC de cultures ovRK13, moRK13 et 
voRK13  infectées (+) ou non (-) par les souches PG127, 22L et de campagnol, respectivement,  ont été analysés par 
immunoblot pour y détecter la flotiline-1(droite) et EF1` (gauche). 
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Enfin, nous avons analysé, par immunoblot, la quantité de PrPres présente dans quelques unes 
des différentes cultures infectées que nous avons utilisées dans ce travail.  Les résultats 
indiquent que ces quantités varient relativement peu d’une culture à l’autre (Figure N°32).   
En tout état de cause, les cultures ovRK13 infectées par la souche PG127 ne sont pas plus 
riches en PrPres que des cultures moRK13 infectées par 22L.  En d’autres termes et dans nos 
conditions, la quantité de PrPres intracellulaire ne semble pas un élément déterminant quant 





Fig. N° 32.  Visualisation de la quantité de PrPres contenue dans les cellules des cinq cultures infectées utilisées pour 
l’obtention des milieux conditionnés. Les cellules provenant des trois cultures chroniquement infectées ovRK13/PG127 
et de deux cultures moRK13/22L ont été solubilisées et 250 µg de protéine ont été digérées à la PK pour la détection 














PrPres soluble dans la fraction microvesiculaire P100K   
 
Comme cela a été expliqué précédemment, la PrP anormale est classiquement isolée après 
solubilisation des échantillons (cellules, fractions P100K etc) et traitement par la PK.  Les 
échantillons sont ensuite centrifugés pour collecter les culots qui contiennent la PrP anormale 
résistante à la dégradation protéolytique et très agrégée.  Lors de l’analyse de la PrPres de la 
fraction microvésiculaire provenant de cultures ovRK13 infectées par la souche PG127 (Figure 
N°21), nous avons procédé à l’analyse des surnageants obtenus après centrifugation et à 
notre grande surprise nous y avons détecté de la PrPres.  Dans une expérience représentative 
(Figure N°33), la fraction P100K provenant du MC de cultures ovRK13 infectées par PG127 a 
été solubilisée,  digérée à la PK puis centrifugée.  Le matériel présent dans le surnageant a 
été précipité au méthanol et analysé par immunoblot.  Si la majorité de la PrPres est présente 
dans le culot, une quantité aisément détectable de PrPres est clairement détectée dans le 
surnageant.  Ces résultats suggèrent donc que l’agrégation de la PrPres dans les 
microvésicules infectieuses n’est pas homogène.  Il est possible (voir Conclusions) que ce 





Fig. N° 33.  Détection de PrPres dans la fraction soluble du P100K.  La fraction microvésiculaire obtenue à partir du 
milieu conditionné de la culture ovRK13/PG127 a été solubilisée puis digérée par la PK.  L’échantillon a ensuite été 








Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés à la capacité des cellules infectées 
à sécréter des prions infectieux dans le milieu extracellulaire.   
 
En utilisant des cultures infectées par un panel relativement large de différentes souches de 
prions, nous avons montré que la sécrétion des prions dans le milieu de culture est un 
phénomène général.  Le fractionnement des milieux conditionnés a révélé que la très 
grande majorité de ces prions est associée à des microvésicules membranaires.  Cependant, 
et de façon reproductible, une petite proportion (estimée à 20%) de l’agent infectieux est 
encore présente dans le milieu de culture après sédimentation des microvésicules.  Ceci 
suggère que certaines formes de prions, minoritaires, pourraient ne pas être associées à des 
vésicules membranaires.  Les microvésicules membranaires représentent une population de 
vésicules membranaires de densité, de taille et d’origine subcellulaire diverses (58).  Notre 
travail montre que, pour les deux souches étudiées le plus en détail (la souche ovine PG127 
et la souche murine 22L), l’agent infectieux est majoritairement associé à des microvésicules 
d’origine endosomale appelées exosomes.  
 
L’efficacité avec laquelle un prion est sécrété semble varier de façon très importante en 
fonction de la souche infectieuse.  En effet, les prions extracellulaires représentent environ 4% 
des prions associés aux cellules dans le cas de la souche PG127.  Cette proportion est au 
moins 25 fois plus faible dans le cas des souches 22L, Fukuoka-1 et de campagnol.  A ce 
stade de notre étude, nous ignorons la nature des mécanismes qui sous-tendent cette 
observation.  Nos résultats indiquent que l’infection ne semble pas augmenter la sécrétion 
des exosomes et que ces différentes cultures, qu’elles soient infectées ou non, sécrètent des 
quantités comparables d’exosomes.  Notre hypothèse de travail est que la PrP anormale de 
la souche PG127 présente des propriétés biochimiques/structurales particulières favorisant 
son association avec les exosomes sécrétés constitutivement par les cellules RK13.  L’analyse 
biochimique que nous avons commencé à conduire a révélé que la PrPres PG127 dans les 
microvésicules sécrétées présente effectivement des propriétés d’agrégation tout à fait 
particulières.  Une partie de la PrPres semble peu agrégée et cette observation nous a 
conduit initier un important travail de caractérisation de ce que nous pensons être de petits 





Identification de petits agrégats de PrPres dans les cultures de 





En analysant la PrPres des microvésicules sécrétées nous avons montré qu’une partie de la PrP 
anormale résistante à la protéolyse par la PK n’était pas sédimentable.  Ces microvésicules 
semblent donc contenir des espèces hétérogènes de PrPres, certaines étant sédimentables et 
d’autres non.  Il s’est très vite avéré que cette diversité de comportement biochimique était 
également observée en analysant la PrP anormale isolée des cultures cellulaires infectées.  
Cette observation tout à fait originale nous a conduits à initier un important travail de 








































L’analyse de la PrPres dans les microvésicules sécrétées par les cellules ovRK13 infectées par la 
souche ovine PG127 nous a permis de mettre en évidence des formes de PrPres qui 
semblaient moins agrégées que la PrPres classique, très insoluble.  Dans ce travail, nous avons 
caractérisé plus avant les propriétés de ces formes anormales.  
 
Nous observons, après solubilisation des cultures ovRK13 infectées par la souche PG127, une 
certaine diversité quant aux propriétés biochimiques de la PrP anormale.  La majorité de la 
PrP anormale résistante à la PK est facilement sédimentable par centrifugation.  Elle 
correspond à la PrPres fortement agrégée, classiquement décrite.  Nous montrons qu’environ 
10% de la PrPres reste dans la fraction soluble après ultracentrifugation à 100 000 xg.  Ces 
entités ne sont cependant pas totalement solubles car, à la différence de la protéine PrPc 
normale, elles sédimentent à des vélocités supérieures (> 500 000g).  Contrairement à la PrPres 
très agrégée, ces entités ne sont pas retenues par des filtres de 300 kDa de cut-off. Nous 
pensons qu’elles correspondent à des petits agrégats de PrPres.  Leur détection dans des 
cultures primaires de neurones infectés et dans des homogénats de tissu cérébral montre 
qu’ils ne sont pas spécifiques au modèle cellulaire RK13.  Les expériences d’inoculation à 
l’animal et aux cultures cellulaires (tests cellulaires) démontrent que ces petits agrégats sont 
infectieux.  Nous ne savons cependant pas encore s’ils sont plus infectieux que les formes de 
PrPres très agrégées.  
 
Il ne semble pas que ces petits agrégats aient pour origine l’action de la PK sur la PrPres très 
agrégée.  En effet, les surnageants de lysats cellulaires centrifugés avant action de la PK 
contiennent  ces formes peu sédimentables.  Ces petits agrégats ne présentent pas une 
résistance moindre à la digestion par la PK.  De la même façon, leur résistance à la 
dénaturation par un composé chaotrope (guanidine) est similaire à celle de la PrPres très 
agrégée.  Nous ne savons pour l’instant pas comment ces espèces sont générées.  Ces 
entités pourraient être des intermédiaires qui évoluent ensuite vers des états d’agrégation 
plus importants.  A l’inverse, les chemins de biosynthèse conduisant aux formes très ou peu 

































Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à la sécrétion des prions dans le milieu 
extracellulaire et aux propriétés biochimiques des formes anormales de la protéine PrP.  Les 
deux principales conclusions de ce travail sont les suivantes.  Tout d’abord, le cycle infectieux 
des prions inclut une étape de sécrétion de ces agents dans l’espace extracellulaire et ce, 
en association avec des microvésicules membranaires d’origine cellulaire (exosomes).  Ce 
phénomène a été observé pour les quatre souches infectieuses que nous avons étudiées.  
On peut donc émettre l’hypothèse qu’il s’agit là d’un phénomène général, peut-être 
nécessaire à la multiplication stable des prions en culture cellulaire.  Nos données indiquent 
en outre que toutes les souches ne sont pas externalisées avec la même efficacité.  En effet, 
la souche ovine PG127 est plus efficacement sécrétée que les autres souches étudiées.   
 
Par ailleurs, et c’est le 2nd point que nous souhaitons souligner, l’analyse biochimique de la 
PrPres dans les microvésicules secrétées a permis d’y détecter des formes de PrPres peu 
agrégées.  Cette observation inattendue est à l’origine d’une analyse détaillée des 
propriétés biochimiques de la PrPres.  La description et la caractérisation de ce que nous 
pensons être de petits agrégats de PrPres illustre la diversité des formes de PrP anormale 
produites lors de la multiplication des prions et nous permet d’émettre certaines hypothèses 
quant à leur rôle dans la physiopathologie de ces maladies. 
 
 
Développement d’un test de titration en culture cellulaire 
 
Depuis plus d’une quarantaine d’années la détection et la titration des prions requièrent 
l’inoculation expérimentale à des animaux, le plus souvent des rongeurs de laboratoire.  Ces 
techniques ont été déterminantes pour nombre d’études, comme par exemple la 
purification de l’agent infectieux et l’étude de sa distribution dans l’organisme.  Cependant, 
leur lourdeur et leur coût sont des freins majeurs pour de nombreux projets de recherche, 
même pour les laboratoires qui disposent d’animaleries dédiées.  L’identification de lignées 
cellulaires permissives aux prions, l’optimisation des techniques d’infection et de détection 
biochimique de la PrP anormale ont permis d’envisager des méthodes de titration en culture 
cellulaire.  Au début des années 2000, le laboratoire de C. Weissmann, pionnier en ce 
domaine, isola, à partir de la lignée cellulaire N2a, des sous-clones extrêmement permissifs à 
certaines souches de prions murins.  L’utilisation de ces clones cellulaires donna lieu au 
développement d’un test cellulaire (Scrapie Cell Assay, SCA) permettant de titrer des 
échantillons infectieux en quelques semaines (contre au moins 6 mois en souris) avec une 
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sensibilité similaire, voire meilleure, à celle de la titration chez l’animal (117).  Preuve était faite 
que la titration en culture était une alternative crédible à l’utilisation des animaux et de 
nombreuses études ont par la suite utilisé ce nouvel outil (75, 76, 86, 129, 141, 195, 215).  
Cependant, les cellules N2a se sont permissives qu’à des souches murines de prions, limitant 
de fait la titration en culture à des souches expérimentales de prions.   
 
Il y a quelques années, notre laboratoire a découvert qu’une lignée cellulaire épithéliale 
(RK13) était permissive à un panel de souches infectieuses relativement large (63, 244).  
Lorsque ces cellules expriment après transfection la protéine PrPc adéquate, elles sont 
capables de propager efficacement et stablement des prions d’origine murine, de 
campagnol, ovine ou de cervidés (243) (160) (28).  En prenant comme modèles une souche 
ovine (PG127) et une souche murine (RML), nous avons montré que ces cellules sont non 
seulement permissives mais en outre suffisamment sensibles pour développer un test de 
titration cellulaire performant.  Ce test se déroule sur 3 à 4 semaines et est très reproductible.  
Cette méthode est extrêmement simple à mettre en œuvre dans la mesure où il n’est pas 
nécessaire de sous-cultiver les cultures inoculées avant leur analyse.  Enfin, dans sa version 
longue (2 mois), la titration en culture des souches PG127 et RML  est aussi sensible que la 
titration chez l’animal (en souris tg338 et tg20, respectivement).  Des expériences 
actuellement en cours au laboratoire pour optimiser les conditions d’inoculation des cellules 
suggèrent que la sensibilité de la titration en culture peut encore être améliorée.  Nous 
pensons que les avantages de cet outil cellulaire (en particulier le spectre assez large de 
souches auxquelles il peut être appliqué et sa facilité d’utilisation) devraient contribuer à ce 
que la titration en culture devienne une réelle alternative à l’utilisation des animaux.  En tout 
état de cause, son utilisation a été déterminante pour notre étude quantitative de la 
sécrétion des prions dans le milieu extracellulaire. 
 
 
Les prions utilisent les exosomes pour leur sécrétion dans le milieu 
extracellulaire 
 
Les prions ne sont pas des agents infectieux qui restent exclusivement associés aux cellules 
dans lesquels ils se multiplient.  Le groupe de G. Raposo (Institut Curie), en collaboration avec 
notre laboratoire, a démontré il y a quelques années que la protéine PrPc transite dans les 
MVBs, structures endosomales dont la lumière contient des microvésicules (ILVs).  Ces 
organelles intracellulaires peuvent évoluer en lysosomes permettant ainsi la dégradation du 
matériel protéique par les hydrolases acides.  Les MVBs peuvent aussi fusionner avec la 
membrane plasmique, libérant ainsi leur contenu dans l’espace extracellulaire.   
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Les cellules ovRK13 sécrètent, de façon constitutive dans le milieu de culture, des exosomes à 
la surface desquels la PrPc est détectée.  Lorsque ces cellules sont infectées par la souche de 
prions PG127, les exosomes sont alors infectieux et contiennent de la PrPres (81).  Dans ce 
travail, nous avons généralisé cette observation.  En utilisant des cultures cellulaires infectées 
par quatre souches infectieuses provenant de 3 espèces différentes (ovine, murine et de 
campagnol), nous avons montré que dans chacun de ces paradigmes les cellules sécrètent 
activement l’agent infectieux et que dans tous les cas, l’agent infectieux (et la PrPres) est 
principalement associé aux exosomes sécrétés par les cellules.  Cependant, et de façon 
reproductible, une fraction minoritaire mais néanmoins détectable de l’agent infectieux ne 
semble pas associé à des microvésicules.  Plusieurs hypothèses peuvent être évoquées.  Il est 
possible que des particules lipoprotéiques puissent servir de véhicule extracellulaire à la PrP 
anormale.  En effet, certaines protéines attachées par l’ancre GPI ainsi que des protéines 
liées de façon covalente à des lipides peuvent être sécrétées et transférées à d’autres 
cellules via leur association à des particules lipoprotéiques.  Ce phénomène est bien 
documenté chez la drosophile où la sécrétion des morphogènes Wnt and Hedgehog 
associés à des particules lipoprotéiques contrôle la différenciation durant le développement 
embryonnaire (74) (161).  En raison de leur monocouche phospholipidique, ces particules ne 
sont pas sédimendables dans les conditions utilisées pour sédimenter les microvésicules 
membranaires (ultracentrifugation à 100 000 xg pendant 1h).  On peut donc envisager la 
possibilité que l’ancre GPI permette l’association de la PrP anormale à de telles structures.  En 
faveur de cette hypothèse, un travail  a montré que la PrP anormale extraite de cerveau est 
effectivement capable de se fixer à des lipoprotéines plasmatiques (VLDL et LDL) (194). 
 
Globalement, notre travail ainsi que des études précédentes menées avec d’autres types de 
cultures infectées (81, 241) soulignent le caractère général de l’association des prions avec 
les exosomes sécrétés et indiquent donc que les MVB semblent des structures intracellulaires 
très importantes dans l’export de la PrP anormale.  Les MVBs et les exosomes semblent 
impliqués dans la sécrétion d’autres protéines anormalement repliées.  Comme cela a été 
détaillé dans la partie 2 de l’introduction, de nombreuses protéines intracellulaires mal 
repliées peuvent être exportées à l’extérieur des cellules et initier ainsi un phénomène 
agrégatif dans de nouvelles cellules cibles.  Si les mécanismes de sécrétion à l’origine de ces 
observations très récentes sont loin d’être tous élucidés, la voie endosomale et les exosomes 
semblent impliqués, au moins dans certains cas.  En effet, le peptide Aß à l’origine des 
plaques amyloïdes observées dans la maladie d’Alzheimer, est détecté dans les MVBs des 
neurones centraux de plusieurs espèces animales y compris chez l’homme (218) ainsi que 
dans des modèles murins de la maladie d’Alzheimer (125).  Par la suite, des études menées 
sur des cultures cellulaires exprimant une APP sauvage ou mutée ont montré que le clivage 
générant le peptide Aß se produit dans la voie endosomale et qu’une partie du peptide Aß 
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s’accumule dans les MVBs avant d’être externalisé en association avec les exosomes (183, 
203, 247).  Des protéines exosomales (flotiline-1, Alix) ont par ailleurs été détectées dans les 
plaques amyloïdes (183), suggérant qu’in vivo, les exosomes pourraient contribuer à la 
formation des plaques.  Enfin, une étude très récente montre que l’`-synucléine, dont 
l’agrégation est impliquée dans la maladie de Parkinson,  pourrait là encore est exportée 
dans le milieu extracellulaire via les exosomes.  Le milieu de culture provenant de cellules 
exprimant l’`-synucléine contient des exosomes porteurs d’`-synucléine monomérique et 
oligomérique (79).  De façon très intéressante, des tests de viabilité indiquent que les 
exosomes contenant l’`-synucléine sont cytotoxiques.  Enfin, il est intéressant de noter que le 
phénomène agrégatif MVB- et exosome-dépendant n’est pas nécessairement lié à des 
conditions pathologiques.  La fibrillation d’un fragment de la protéine Pmel17 survient dans 
les MVBs lors de la différenciation des mélanocytes (25). 
 
 
Rôle des exosomes dans le transfert des prions de cellule à cellule 
 
Les techniques de cocultures entre cellules infectées et cellules saines permettent l’étude 
expérimentale des mécanismes de transfert intercellulaire et les données disponibles dans la 
littérature suggèrent qu’ils pourraient être multiples.  Le contact entre des cellules infectées (y 
compris si elles ont été préalablement tuées) et des cellules cibles provoque leur infection 
(113, 167).  Par ailleurs, des fils métalliques infectieux (76) ou un support plastique infectieux 
(publication 1) peuvent, par simple contact, infecter des cellules cibles.  Ces résultats 
suggèrent que le contact entre la PrP anormale, qu’elle soit localisée à la membrane 
plasmique d’une cellule infectée ou sur un support physique infectieux, et la PrPc à la surface 
d’une cellule saine peut induire la conversion et l’infection de la cellule receveuse.   
 
D’autres travaux privilégient la formation de structures spécialisées pour permettre le passage 
des prions entre les cellules.  Les nanotubes, décrits récemment, permettent d’établir des 
jonctions transitoires entre cellules, structures à l’intérieur desquelles peuvent transiter non 
seulement diverses molécules mais aussi des vésicules ou des organelles (189).  Des 
cocultures entre cellules dendritiques infectées et neurones en culture primaire indiquent que 
la PrP anormale pourrait transiter par ces structures et infecter les neurones cibles (91, 124).  
Enfin, de nombreux autres travaux montrent que des cellules infectées sécrètent des prions 
dans le milieu de culture (243).  Dans tous les cas où cela a été étudié, il s’avère que les 
prions sont au moins en partie associés aux microvésicules exosomales (81, 241) qui sont alors 
infectieux vis à vis de l’animal ou de cultures cellulaires.  La contribution relative de ces 
différents mécanismes (contacts cellulaires versus prions acellulaires) dans la dissémination de 
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ces agents au sein d’une culture reste difficile à apprécier pour l’instant.  En effet, l’étude des 
mécanismes moléculaires impliqués dans la sécrétion des exosomes et leur capture par les 
cellules cibles et ceux nécessaires au ciblage de la PrP dans les exosomes est un champ de 
recherche dynamique mais très récent (29).  On peut cependant espérer que ces 
recherches déboucheront sur des outils permettant  de moduler le ciblage de la PrP dans les 
exosomes ou d’inhiber spécifiquement la sécrétion et/ou la capture des exosomes afin de 
mieux définir leur rôle dans la dissémination intercellulaire des prions. 
 
 
Les exosomes jouent-ils un rôle dans la physiopathologie de la maladie ? 
 
Les exosomes sont présents dans des fluides biologiques dont certains (sang, lait, urine) 
deviennent infectieux au cours de la maladie.  Dans le cadre d’un contrat ANR coordonné 
par le laboratoire et incluant les équipes de G. Raposo (Institut Curie), P. Leblanc (ENS Lyon) 
et S. Lehmann (IGH Montpellier), notre équipe a initié une étude pour déterminer si les 
exosomes isolés d’animaux infectés sont infectieux.  Pour l’instant, notre étude s’est 
essentiellement focalisée sur le plasma. Le modèle animal utilisé est le mouton car la 
physiopathologie de la tremblante classique chez le mouton est très proche de celle de 
l’homme infecté par l’agent du vCJD (108).  La taille de l’animal permet en outre de travailler 
sur des volumes sanguins similaires à ceux utilisés en médecine humaine.  Le plasma a été 
préparé à partir de moutons en phase terminale d’infection par la souche PG127 et certains 
échantillons ont été directement transfusés à des moutons sains afin de déterminer leur 
potentiel infectieux.  Les fractions microvésiculaires contenant les exosomes plasmatiques ont 
aussi été isolées.  Leur potentiel infectieux est déterminé par test cellulaire (cellules ovRK13) et 
par inoculation à des souris permissives à cette souche (tg338).  Cette étude permettra 
d’apporter des informations sur la présence de prions dans le plasma et de déterminer le cas 
échéant si les microvésicules plasmatiques sont infectieuses.  Outre son intérêt scientifique, 
l’éventualité que le plasma puisse contenir des prions associés à des microvésicules 
membranaires pourrait avoir des répercussions importantes en termes de sécurité sanitaire 
des produits dérivés du sang. 
 
 
Quels sont les facteurs qui modulent l’efficacité d’externalisation des prions ?  
 
Notre travail indique la proportion de prions libérés peut varier de façon importante en 
fonction du paradigme expérimental.  En effet, la proportion des prions ovins PG127 libérés 
est environ 25 fois plus importante que celle des prions murins 22L (4% versus 0,15%).  Deux 
hypothèses peuvent être avancées.   
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Selon la première, la souche infectieuse pourrait être responsable (PG127 induisant plus 
efficacement sa libération que 22L) alors que selon la 2nde, cette différence pourrait avoir 
pour origine les clones cellulaires utilisés (le clone de ovRK13 étant alors un sécréteur 
d’exosomes plus efficace que le clone de moRK13, et ce indépendamment de la nature de 
la souche).  Cette 2nde possibilité aurait pu être évitée si nous avions pu utiliser, comme cela 
était prévu initialement, des mélanges de clones cellulaires en lieu et place de clones 
individuels.  Malheureusement, et malgré des essais répétés, les mélanges de clones 
cellulaires moRK13 et voRK13 ne propagent pas de façon stable et efficace les différentes 
souches murines et de campagnol : après infection de ces cultures, les quantités de PrPres 
décroissent graduellement au cours des passages successifs.  Cependant, les résultats dont 
nous disposons ne militent pas en faveur de cette possibilité.  En effet, et sur la base de 
l’immunodétection de la flotiline- 1 et de EFl`, le clone ovRK13 ne semble pas sécréter plus 
d’exosomes que le clone moRK13 ou que le clone voRK13, et ce, que les cultures soient 
infectées ou non.  Dans notre modèle, la multiplication des prions ne semble pas stimuler la 
sécrétion des exosomes et les prions utilisent les exosomes constitutivement sécrétés par les 
cellules pour être exportés dans l’espace extracellulaire.  Nous privilégions donc la possibilité 
selon laquelle la souche ovine PG127 est, d’une façon ou d’une autre, incorporée plus 
efficacement dans les exosomes que les autres souches étudiées.   
 
Pour confirmer cette hypothèse nous allons tester les exosomes provenant d’un mélange 
d’une vingtaine de clones ovRK13 différents infectés par la souche PG127 : la proportion de 
prions PG127 associés aux exosomes nous permettra de confirmer (ou infirmer) l’hypothèse 
selon laquelle la souche est le facteur déterminant.  De façon complémentaire, et en 
collaboration avec P. Leblanc, nous allons par ailleurs tester les exosomes provenant de 
cellules totalement différentes (cellules neurogliales de souris : MovS (12)) infectées par la 
souche ovine PG127. Si la nature de la souche infectieuse est l’élément déterminant, nous 
nous attendons à ce que des cellules MovS/PG127 sécrètent efficacement l’agent infectieux.  
G. Raposo et P. Leblanc, dans le cadre du projet ANR, tentent d’identifier les mécanismes 
moléculaires responsables du ciblage de la protéine PrP vers les MVBs et dans les ILVs.  
L’approche générale consiste à surexprimer ou inhiber l’expression de différents constituants 
du complexe multiprotéique ESCRT (tsg101, Hrs, Alix) ainsi qu’à utiliser certains mutants 
dominants négatifs.  La distribution de la PrP cellulaire est ensuite analysée par 
immunofluorescence ou par microscopie électronique.  D’un point de vue quantitatif, 
l’association de la protéine PrP aux exosomes sera déterminée après isolement de la fraction 
microvésiculaire provenant des différents milieux de cultures.  Il faut cependant noter que 
l’analyse quantitative ne peut être menée que si l’efficacité de transfection est excellente.  
L’analyse qualitative du trafic de la PrP anormale dans les cellules infectées en réponse à la 
perturbation du complexe ESCRT sera probablement bien plus difficile à analyser dans la 
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mesure où il existe très peu d’anticorps reconnaissant spécifiquement la forme anormale de 
la PrP.  Par contre, nous espérons qu’il sera possible de quantifier l’impact de ces 
perturbations sur la sécrétion de l’agent infectieux.   
 
L’absence de données précises sur la nature des protéines et des mécanismes responsables 
du ciblage de la PrP anormale vers les MVBs et les ILVs, rendent donc difficile pour l’instant 
d’établir pourquoi la PrPsc de la souche PG127 pourrait être plus efficacement sécrétée.  
Nous avons cependant initié une étude des propriétés biochimiques de la PrPres PG127.  Si la 
majeure partie de la PrPres est très insoluble (et correspond à la forme très agrégée 
classiquement décrite dans les tissus et cellules infectées), environ 10% est présente sous une 
forme beaucoup moins insoluble.  Ces résultats indiquent que la PrPres qui s’accumule dans 
les cellules infectées, ainsi que celle exportée au sein des exosomes, n’est pas une espèce 
homogène.  Cette diversité est une notion récente mais pas nouvelle.  Deux équipes ont isolé 
et caractérisé des formes de PrP anormales peu agrégées (voir 1.4.3).  A la différence de 
celles observées dans notre travail, ces formes sont sensibles à la digestion par la PK et on 
ignore si elles sont infectieuses.   
 
Que des conformères anormalement repliés  présentent une certaine diversité de 
comportement biochimique est également observé dans des maladies impliquant d’autres 
protéines.  Les maladies de Huntington, de Parkinson et d’Alzheimer sont des syndromes 
neurodégénératifs associés à la présence d’agrégats des protéines huntingtine, `-synucléine 
et du peptide Aß, respectivement qui s’accumulent et sont détectés dans le tissu cérébral 
sous forme de larges structures (dépôts amyloïdes, fibrilles).  Ces structures ont longtemps été 
considérées comme les entités responsables de la mort neuronale.  Cette hypothèse pourrait 
ne pas être toujours exacte. Il s’avère en effet que le phénomène d’agrégation est un 
processus dynamique.  Les structures agrégées détectables macroscopiquement sont 
maintenant considérées comme des entités terminales, en équilibre dynamique avec des 
formes moins agrégées (de type oligomères), quantitativement moins abondantes et plus 
difficilement détectables, mais biologiquement beaucoup plus actives.  Depuis quelques 
années, ces formes sont considérées plus neurotoxiques que les formes fibrillaires (109, 233).  
Dans cette hypothèse, une perspective intéressante de notre travail consistera à comparer le 
pouvoir neurotoxique des formes de PrPres peu ou très agrégées.  La nature exacte des 
formes de PrP anormale infectieuses n’est pas connue.  S’il n’est pas contestable que la PrPres 
très agrégée l’est, de nombreux résultats expérimentaux indiquent qu’elle pourrait ne pas 
être la seule forme infectieuse.  Dans certains modèles, les tissus peuvent être très infectieux 
en l’absence de PrPres détectable (19, 126) et dans d’autres cas, les fractions les plus 
infectieuses sont loin d’être celles qui contiennent le plus de PrPres (230).  Par ailleurs, le 
groupe de B. Caughey a montré que la fragmentation (réalisée in vitro) des gros agrégats de 
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PrPres génère de petites entités (estimées entre 14 à 18 molécules de PrP) bien plus 
infectieuses (210).  
 
Ces résultats suggèrent que des formes oligomériques pourraient, là encore, être 
biologiquement plus actives que les formes très agrégées.  Nous ignorons si les petits agrégats 
que nous avons décrits sont plus infectieux que les gros.  Sur la base de nos expériences, les 
petits agrégats représentent environ 10% de la PrPres totale et environ 10% de l’infectiosité, ce 
qui pourrait laisser penser qu’ils ne sont pas plus infectieux.  Cependant, ces données ont été 
obtenues en utilisant des fractions précipitées par le méthanol, traitement dont on sait 
maintenant qu’il affecte l’état d’agrégation de la PrPres.  Des méthodes plus douces, 
notamment par fixation de l’infectiosité sur plastique (article 1), seront donc nécessaires pour 
déterminer précisément si les petits agrégats de PrPres sont, ou non, des entités plus 
infectieuses.  Enfin, s’il s’avère que les prions PG127 sont plus efficacement incorporés dans 
les exosomes que 22L, l’analyse des propriétés biochimiques des PrP anormales 
correspondantes pourrait permettre de comprendre quelles sont les caractéristiques 
importantes pour un ciblage efficace dans les exosomes. 
 
 
Hypothèses sur la formation des petits agrégats de PrPres 
 
Ces petits agrégats infectieux ne sont pas seulement détectés dans des cultures cellulaires 
infectés par la souche ovine PG127.  Des expériences que je n’ai pas mentionnées dans ce 
manuscrit indiquent qu’ils sont produits dans des cultures de cellules RK13 infectées par les 
souches murines 22L et Fukuoka-1 et par la souche de campagnol ainsi que dans la rate de 
souris infectées.  Par contre elles sont peu détectables dans des neurones infectés en culture 
primaire et dans le cerveau, sauf si les extraits sont préalablement traités par la PK (J. 
Savistchenko, non publié).  De façon frappante, les tissus ou cellules dans lesquels ces petits 
agrégats sont détectés avant la digestion par la PK sont précisément ceux où la PrPres 
s’accumule principalement sous forme tronquée (73).  L’hypothèse de travail est que la 
forme tronquée (PrP27-30) est un substrat privilégié pour la formation des petits agrégats.  
Dans les systèmes biologiques (cellules RK13 ou rate) où la majorité de la PrP anormale est 
clivée de façon endogène par la machinerie cellulaire, une partie des formes clivées 
s’associe en petits agrégats.  Lorsque la PrP anormale est principalement pleine longueur 
(neurones en culture et cerveau), le traitement des extraits par la PK est nécessaire à la 
formation de la PrP27-30 et à l’obtention des formes peu agrégées.  Il faut noter que ce 
clivage intervient dans la voie endocytique (48) (73), expliquant ainsi la présence des formes 
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Prions are infectious agents responsible for transmissible spongiform encephalopathies, which 
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association with microvesicles of endosomal origin (exosomes).  However, the effectiveness of 
this release may depend on the prion strain used.  Biochemical analysis of the cellular and 
extracellular infectious prions led to the characterization of a new form of abnormal PrP.  This 
form is resistant to proteolysis, much less insoluble than classical PrPres and may be small 
aggregates of PrPres.   It may be generated in the endosomal compartment. 
 
 
KEY WORDS: Prions, PrPres, scrapie cell assay, exosomes, infectivity, small aggregates.  
 
ADMINISTRATIVE DISCIPLINE: Spécialité Immunologie et Maladies infectieuses. 
THESIS MADE IN: UMR 1225 INRA-ENVT Interactions Hôte-Agent Pathogène 
23 Chemin des Capelles, 31076 Toulouse cedex 03, FRANCE.  
 
 
 
 
